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中文摘要 

     凝血酶調節素(Thrombomodulin；簡稱 TM)是位於內皮細胞表面的

醣蛋白，其功能包含調控血液凝集、細胞間黏附及抑制發炎反應等。除

了存在內皮細胞，凝血酶調節素被發現存在血小板、巨核細胞、單核球

細胞、嗜中性球、骨骼肌細胞以及皮膚上皮組織的角質細胞。但是在這

細胞的功能尚未釐清。為了探討凝血酶調節素在角質細胞的功能，我們

比較了HaCaT角質細胞株及靜默凝血酶調節素基因的HaCaT角質細胞株

(HaCaT-siTM)後發現，凝血酶調節素會影響 HaCaT細胞的型態、生長速

率及爬行的能力。運用相對定量蛋白質體技術：螢光二維差異性電泳(2D 

Fluorescence Difference Gel Electrophoresis ,2D-DIGE)來剖析 HaCaT細胞

及 HaCaT-siTM細胞所表現的蛋白體差異，由膠體顯現約 1100 個蛋白點，

其中有 25個蛋白點是有意義的差異點(P < 0.05, ratio＞1.5) ，經過質譜

儀成功的鑑定出 17個蛋白點的身分，其中在 HaCaT-siTM表現量會上升

的蛋白有 RAD23 homolog B, elongation factor 1-delta, dUTPase, and 

proteasome subunit alpha type-1等 13點，而 annexin A3 及 procathepsin D

等分子表現量則會下降。進一步用西方墨點法確認 annexin A3 及

procathepsin D之表現下降，我們認為凝血酶調節素的失調影響角質細

胞的型態，然而 annexin A3及 procathepsin D扮演的角色則需再進一步

的探究。 
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Abstract 

     Thrombomodulin (TM) is an endothelial cell surface glycoprotein that 

performs anticoagulant, cell-cell adhesion, and anti-inflammatory functions in 

various tissues. TM has been detected in platelets, megakaryocytes, 

monocytes, neutrophils, smooth muscle cells, it is also expressed in epithelial 

keratinocyte. But the function of thrombomodulin in epithelial tissue remains 

unclear. In this thesis, TM deficiency HaCaT (HaCaT-siTM) cell line was 

used to study the biological effects of TM on epithelial tissue. We found that 

TM regulated the cell morphology, proliferation and migration in HaCaT cells. 

Altered protein expressions between HaCaT keratinocytes and TM deficiency 

HaCaT (siTM) cells were identified by 2D-DIGE (2-D Fluorescence 

Difference Gel Electrophoresis) coupled with mass spectrometry. Difference 

gel electrophoresis (DIGE) is a form of gel electrophoresis where up to three 

different protein samples can be labeled with fluorescent dyes (Cy3, Cy5, Cy2) 

prior to two-dimensional electrophoresis. Total 1100 spots wae detected by 

typhoon 9200. Total of 25 proteins were significantly (P < 0.05,ratio＞1.5) 

changed in abundance between HaCaT and HaCaT-siTM cells. Seventeen 
proteins were successfully identified by MALDI-TOF/TOF. We showed that 

knock down TM expression could lead to the increased expression of RAD23 



 

III 

 

homolog B, elongation factor 1-delta, dUTPase, and proteasome subunit alpha 

type-1, whereas Annexin A3 and procathepsin D were being down-regulated 

the expression of. Annexin A3 and procathepsin D were further confirmed by 

Western blotting. In conclusion that TM could lead to keratinocytes 

transformation but the role of annexin A3 and procathepsin D in this process 

remains to be further studied. 
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第一第一第一第一章章章章        前言前言前言前言    

第一節第一節第一節第一節        研究背景研究背景研究背景研究背景    

一一一一、、、、    人類凝血酶調節素介紹人類凝血酶調節素介紹人類凝血酶調節素介紹人類凝血酶調節素介紹    

    人類凝血酶調節素(Thrombomodulin；TM)最早被發現位在血管的內

皮細胞，是一個表現在細胞膜上的醣蛋白，具有拮抗血液凝固的功能

[1]。凝血酶調節素結合凝血酶(thrombin)形成一個非共價的複合物後，

會活化蛋白質 C(Protein C)，而活化型的蛋白質 C(activated protein C)會

在蛋白質 S(Protein S)協助下[2]，水解活化型第五凝固因子(coagulation 

factor Va)和第八凝固因子(coagulation factor VIIIa)，阻斷凝固因子活化

路徑(coagulation cascade)[3]；凝血酶調節素和凝血酶的複合物也會活化

纖維蛋白溶解抑制子(thrombin-activatable fibrinolysis inhibtor；TAFI)，活

化的 TAFI能切除纖維蛋白(fibrin)的 C端離胺酸(Lys)殘基，降低纖維蛋

白溶解酶(plasmin)對纖維蛋白的分解作用，穩定血液凝塊(blood clot)，

所以凝血酶調節素也扮演抑制血塊溶解的角色[4-6]；此外，凝血酶調節

素也會加強抗凝血酶 III(antithrombin III)對凝血酶的結合，使凝血酶失去

凝血的能力[7]，所以凝血酶調節素是血液凝固過程中一個重要的的調節

者。 

二二二二、、、、    人類凝血酶調節素的構造和功能人類凝血酶調節素的構造和功能人類凝血酶調節素的構造和功能人類凝血酶調節素的構造和功能    

    人類凝血酶調節素的基因位在第二十號染色體的短臂上，全長約
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3300 鹼基對(base pair) [8]，人類凝血酶調節素基因表現出來的是一個約

75 kDa的醣蛋白，含有 575 個胺基酸，N端含有 18胺基酸的訊息胜肽

(signal peptide)，將訊息胜肽移去後，從 N端到 C端主要可以分成五個

結構功能區：(一)lectin like domain (第一功能區,胺基酸 1~223)；

(二)epidermal growth factor(EGF)-like repeats (第二功能區, 胺基酸

224~462)；(三)Ser/Thr-rich domain (第三功能區, 胺基酸 463~497)；

(四)transmembrane domain (第四功能區, 胺基酸 498~521)；

(五)cytoplasmic domain (第五功能區, 胺基酸 522~557)[9-12]。 

     凝血酶調節素的 lectin like domain的命名起因於胺基酸排列類似 C

型 lectin(C-type lectin)[13-15]，目前認為可能和細胞間的黏附[16]、調控

腫瘤細胞生長[17]，及抑制發炎反應有關[18]；而在 lectin like domain和

EGF-like domain之間有段疏水性的區域(155~122)，其功能尚未確定，推

測其功能為附著於細胞膜，以利細胞胞噬(endocytosis)凝血酶調節素反應

的進行[19]。EGF-like domain中，第 5個和第 6個 EGF-like motif與凝血

酶有相當高的親和力，與凝血酶結合後，會使得凝血酶對受質的特異性

改變[7]，而第 4個 EGF-like motif則與蛋白質 C(Protein C)的結合和活化

有關係[20]，EGF-like domain被指出有刺激血管新生的活性[21]。

Ser/Thr-rich domain含有 sulphated glycosaminoglycan醣基可與抗凝血酶

III(antithrombin III)結合，藉此抑制凝血酶的活性，凝血酶調節素若不含
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此 glycosaminoglycan，其抑制凝固的活性會下降[22, 23]。第四個功能區

transmembrane domain為穿膜區。最後一段功能區 cytoplasmic domain由

36個胺基酸組成，目前未被指出有參予任何的訊息傳遞或結合 

細胞內的其他分子。 

三三三三、、、、    人類凝血酶調節素的分布人類凝血酶調節素的分布人類凝血酶調節素的分布人類凝血酶調節素的分布    

   儘管凝血酶調節素最早被發現存在於血管的內皮細胞上，但是陸續的

研究發現，在上皮細胞(epitheial cells)、平滑肌細胞(smooth mucle 

cell)[24]、角質細胞(keratinocytes)[25]、滑液束細胞(synovial lining 

cells)[26]、腦脊膜細胞(meningital cells)[27]、眼角膜上皮細胞(corneal 

epitheial cells)、嗜中性白血球(neutrophils)[18]、單核球

(monocytes)[28]…等中亦有發現凝血酶調節素的存在，如此廣泛的分

布，顯示凝血酶調節素參與抗凝固外的其他功能。除了表現於正常細胞

之外，凝血酶調節素也在癌症組織中呈現與疾病發展負相關之表現情況

[24]；凝血酶調節素表現量下降會增加口腔癌癌細胞的轉移、癌細胞的

侵襲和蔓延[29]，相反的研究人員証實在肝癌及乳癌中凝血酶調節素表

現量較高時，患者會有較好的存活率[30, 31]。此外，凝血酶調節素被

當作皮膚上皮細胞分化的一個指標，皮膚上皮組織中從底層到表層主要

可分成五層，基底層(stratum basale)、棘狀層(stratum spinousum)、顆粒

層(stratum granulosum)、透明層(stratum lucidum)及角質層(stratum 
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corneum)，角質細胞(keratinocyte)位在基底層占了細胞數量約九成，角

質細胞會由基底膜(basal layer)生長後向外分化，最終角質化形成死細胞

[32]，Mizutani 等人利用免疫組織染色的方法觀察到，比較惡化的皮膚

上皮細胞癌分化程度較差，凝血酶調節素的表現量相對降低[33]；並且

有學者觀察到正常老鼠皮膚的凝血酶調節素表現量並不高，但老鼠受傷

後的表皮傷口癒合會大量表現凝血酶調節素[34]。表現於上皮細胞的凝

血酶調節素功能並未被充分了解。 

四四四四、、、、    蛋白質螢光二維差異性電泳蛋白質螢光二維差異性電泳蛋白質螢光二維差異性電泳蛋白質螢光二維差異性電泳((((2-D Fluorescence Difference Gel 

Electrophoresis,2D-DIGE))))的應用的應用的應用的應用    

   蛋白質體的技術可以觀察細胞內蛋白質表現的變化，目前最常採用的

工具是蛋白質二維電泳及質譜儀的分析。雖然二維電泳分析已經廣泛的

被應用在蛋白質體研究，但是沒有任何兩片蛋白質膠片是完全一樣的，

使得不同膠片間很難做正確的比較。螢光二維差異性電泳(2-D 

Fluorescence Difference Gel Electrophoresis ,2D-DIGE)是可以彌補上述的

缺點的實驗方法之一，這個技術主要是基於使用Cy2、Cy3與Cy5這三種

不同的螢光物[35]，Cy3與Cy5分別標幟實驗組與對照組中蛋白檢體，至

於Cy2是用來標定實驗之internal control，internal control的來源是所有要

比較蛋白的平均配出，理論上每片膠之間的Cy2所偵測出的蛋白點是一樣

的，藉此可校正膠體間差異，另一方面，Cy2標定可以做為相對定量功能，
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Cy3或Cy5先與之檢體Cy2換算比值再進行相互比對，是為相對定量的原

理由來；然後將3種螢光標定兩種蛋白質體在同一片膠上跑電泳，接著再

用GE Healthcare電腦軟體分析以Cy2校正後，Cy3、Cy5的螢光強度差異，

定量出蛋白質的差異表現，最後用質譜儀測定蛋白質質量及分析胺基酸

序列，鑑定出差異蛋白質的身分[36]。 

第二節第二節第二節第二節     研究目的研究目的研究目的研究目的    

   凝血酶調節素大量表現於皮膚上皮組織的功能尚未充分了解。為了探

討凝血酶調節素在角質細胞的生理功能，我們選擇人類正常皮膚角質細

胞株 HaCaT細胞，利用 shRNA降低 HaCaT細胞上凝血酶調節素的表現，

除了觀察凝血酶調節素對 HaCaT細胞生長及爬行的作用，並利用 DIGE

找尋兩者間的差異蛋白，以探討 TM及這些差異蛋白在角質細胞執行功

能時所扮演的角色。 
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第二章第二章第二章第二章        研究方法研究方法研究方法研究方法    

第一節第一節第一節第一節、、、、        研究設計研究設計研究設計研究設計        

    

第二節第二節第二節第二節、、、、    研究材料研究材料研究材料研究材料    

一一一一、、、、    細胞株細胞株細胞株細胞株    

本論文所使用的細胞株共兩種，人類正常皮膚角質細胞株 HaCaT

細胞以及用 TM shRNA降低 HaCaT細胞上凝血酶調節素的表現

(HaCaT-siTM)(附錄 1)，這兩株細胞為國立成功大學生物化學暨
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分子生物學研究所吳華林老師實驗室提供。 

二二二二、、、、    試劑及藥品試劑及藥品試劑及藥品試劑及藥品    

藥品藥品藥品藥品    

品名品名品名品名    廠牌廠牌廠牌廠牌    用途用途用途用途    

Tris Usb 蛋白質電泳 

Glycine Bio-rad 蛋白質電泳 

Sodium dodecyle 

sulfate(SDS) 
Sigma 蛋白質電泳 

Acrylamide Sigma 蛋白質電泳 

Ammonium 

persulfate 
Sigma 蛋白質電泳 

N，N，N，

N-Tetramethyl 

ethylene 

diamine(TEMED) 

Sigma 蛋白質電泳 

2-mercaptoethaol Sigma 蛋白質電泳 

Acetic acid Merck 蛋白質電泳 

Glycerol Merck 蛋白質電泳 

Bromophenol 

blue (BPB) 
SERVA 蛋白質電泳 

Sodium chloride Usb 蛋白質電泳 

Hydochloric acid Merck 蛋白質電泳 

Methanol Merck 西方墨點法 
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脫脂奶粉 安佳 西方墨點法 

Tween 20 Sigma 西方墨點法 

ECL Millipore 西方墨點法 

顯影劑 Kodak 西方墨點法結果呈現 

定影劑 Kodak 西方墨點法結果呈現 

Scientific 

Imaging Film 
Kodak 西方墨點法結果呈現 

DMEM medium Hyclone 細胞培養 

Trypsin-EDTA Hyclone 細胞培養 

PBS Hyclone 細胞培養 

Fetal bovine 

serum (FBS) 
Biological Industries 細胞培養 

Penicillin-Strepto

mycin solution 
Biological Industries 細胞培養 

Phosphatase 

inhibitor cocktail 

I   

Sigma 蛋白酶抑制劑 

Phosphatase 

inhibitor cocktail 

II  

Sigma 蛋白酶抑制劑 

Protease inhibitor 

cocktail III   
A.G. Scientific 蛋白酶抑制劑 

Trypan Blue Serva 計數細胞 

DMSO Merck 抗凍劑 

Sucrose National diagnostics 二維電泳 

Urea Usb 二維電泳 
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CHAPS CALBIOCHEM 二維電泳 

Agrose Amresco 二維電泳 

Iodoacetamide 

(IAA) 
Sigma 二維電泳 

Dithiothreitol 

(DTT) 
Usb 二維電泳 

Silvernitrate Sigma 蛋白質染色 

Sodium carbonate Sigma 蛋白質染色 

Sodium 

thiosulfate 
Sigma 膠體蛋白萃取 

Potassium 

ferricyande 
Merck 膠體蛋白萃取 

Acetonitrile Merck 膠體蛋白萃取 

Trifluoroacetic 

acid 
Merck 膠體蛋白萃取 

Ammonium 

bicarbonate 
Sigma 膠體蛋白萃取 

Trypsin Promega 膠體蛋白萃取 

Isopropanol Merck 蛋白鑑定 

HCCA Bruker 蛋白鑑定 

Formaldehyde 

(37%) 
Merck 固定細胞 

    

試劑套組試劑套組試劑套組試劑套組    

品名品名品名品名    廠牌廠牌廠牌廠牌    用途用途用途用途    

Micro BCA Kit Pierce 蛋白質定量 
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2-D Quant Kit GE Healthcare 蛋白質定量 

2-D Clean-up Kit GE Healthcare 蛋白質去鹽 

2-D DIGE GE Healthcare 蛋白質螢光標定 

    

三三三三、、、、    儀器儀器儀器儀器    

名稱名稱名稱名稱    廠牌廠牌廠牌廠牌    

細胞培養箱 Form-Scientific 

倒立式螢光顯微鏡 IX70/Olympus 

無菌操作台 VCM-620 

直立式電泳組 Bio-Rad 

乾式轉漬槽 Bio-Rad 

壓片夾 Amersham Life Science 

電源供應器 MAJOR SCIENCE 

酸鹼值測定器 Mettler Toledo 

分光光度計 Beckman 

RO純水製造機 Millipore 

ELISA測讀儀 Dynatech Max Reader 

水浴槽 Deng yng 

超音波震盪器 Misonix 
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天秤 Mettler Toledo 

二維電泳組 GE Heathcare 

等電點電泳儀 GE Heathcare 

影像掃描器 GE Heathcare (Typhoon 9200) 

影像掃描器 GE Heathcare (Image Scanner) 

質譜儀 Bruker 

雷射共軛焦顯微鏡 Leica 

離心機 Hitachi-CF-15R 

離心機 Hitachi himac LR 21F 

離心機 KuBoTA6800 

離心機 KuBoTA5100 

-80℃冷凍櫃 REVCO 

-20℃冰箱 Frigidaire 

    

四四四四、、、、    抗體抗體抗體抗體    

品名品名品名品名    廠牌廠牌廠牌廠牌    用途用途用途用途    

Monoclone Rabbit 

anti-Human 

Annexin A3 

Abcam 

西方墨點法 

免疫染色 

Monoclone Mouse 

anti-Human 
Santa Cruz 西方墨點法 
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Procathepsin D 
免疫染色 

Phallodoidin-Tetra

methylrhodamine 

B isothiocyanate 

conjugate from 

Amanita phalloides 

Sigma 免疫染色 

Monoclone Mouse 

anti-Human 

Cathepsin D 

Abcam 西方墨點法 

Monoclone Rabbit 

anti-Human 

GAPDH 

Cell Signaling 西方墨點法 

Monoclone Mouse 

anti-Human RCN1 
Abcam 西方墨點法 

Monoclone Mouse 

anti-Human TM 
Santa Cruz 

西方墨點法 

免疫染色 

TRITC-conjugated 

goat-anti-rabbit 

antibody 

Molecules Probe 免疫染色 

TRITC-conjugated 

goat-anti-mouse 

antibody 

Santa Cruz 免疫染色 

    

第三節第三節第三節第三節        實驗方法實驗方法實驗方法實驗方法    

一一一一、、、、    人類皮膚角質細胞人類皮膚角質細胞人類皮膚角質細胞人類皮膚角質細胞((((HaCaT及及及及 HaCaT-siTM))))細胞培養細胞培養細胞培養細胞培養    

1111、、、、 冷凍細胞活化冷凍細胞活化冷凍細胞活化冷凍細胞活化    

材料： 

(1) PBS (25×) 
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KCl                        5 g 

KH2PO4                     5 g 

NA2HPO4                23.13 g 

NaCl                      200 g 

調 pH至 7.4                1 L 

(2) DULBECCO‘S-MEM(DMEM)細胞培養基 

DMEM medium powder      21.08 g 

NaHCO3                    4.8 g 

                             2 L 

調 pH至 7.2，經 0.22µm濾膜過濾後，使用時加入濃度

10%FBS，如果是培養 HaCaT-siTM細胞需額外添加

Puromycin dihydrochloride(1 µg/ml) 

(3) Trypsin EDTA(0.25%) 

(4) Dimethyl Sulfoxide(DMSO)抗凍劑 

(5) 三合一抑菌劑 

(6) 10 cm培養皿 

方法： 

將培養基至於 37℃水槽中回溫，回溫後以 70%酒精噴拭移入 

     無菌操作台內，在無菌操作台內取 8 ml培養基於培養皿中。 

     取一乾淨燒杯裝有 37℃的水，接著取出冷凍管立即放入，輕  
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     搖冷凍管使其全部融化，以 70%酒精噴拭冷凍管外部，移入 

     無菌操作台內。取出 1 ml凍管細胞懸浮液，加入裝有培養基 

     的培養皿內，混合均勻，放入細胞培養箱培養，第二天在觀 

     察細胞生長情形，並更換新鮮培養基以去除 DMSO。 

2222、、、、 細胞細胞細胞細胞((((HaCaT及及及及 HaCaT-siTM))))繼代培養繼代培養繼代培養繼代培養    

材料： 

(1) PBS 

(2) Trypsin-EDTA(0.25%) 

(3) DMEM 

方法： 

       吸出培養皿中舊的培養基，用 PBS 洗滌細胞兩次後，加入 1 ml  

     Trypsin-EDTA，37℃細胞培養箱作用 3分鐘後，輕拍培養皿 

     始貼附在培養皿底部的細胞脫落，加入適量新鮮培養基終止 

     trypsin作用。以 pipet吸至 15 ml離心管，離心 1000 rpm，3 

     分鐘。去除上清液，加入 3 ml的細胞培養基均勻混合，在新的 

     培養皿中加入 8 ml培養基，並加入 1 ml細胞懸浮液，搖晃均 

     勻後放入 37℃細胞培養箱中，約 2天繼代培養一次 

3333、、、、 細胞計數細胞計數細胞計數細胞計數    

材料： 
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(1) trypan blue(0.4%) 

(2) 血球計數器(Hemacytometer) 

(3) Trypsin-EDTA(0.25%) 

方法： 

       吸出培養皿中舊的培養基，用 PBS 洗滌細胞兩次後，加入 1 ml  

     Trypsin-EDTA，37℃細胞培養箱作用 3分鐘後，輕拍培養皿始 

     貼附在培養皿底部的細胞脫落，加入適量新鮮培養基終止 

     trypsin作用，以 pipet吸至 15 ml離心管，離心 1000 rpm，3 

     分鐘，去除上清液，加入 1 ml的細胞培養基均勻混合。取 20 µl 

     細胞懸浮液與 80 µl trypan blue混合均勻(稀釋 5倍)。藉由血球 

     計數盤在顯微鏡觀察下，計數細胞數目，每 1 ml的細胞數目=(3 

     大格細胞數目÷3)×104×5(稀釋倍數)。 

4444、、、、 細胞細胞細胞細胞((((HaCaT及及及及 HaCaT-siTM))))冷凍保存冷凍保存冷凍保存冷凍保存    

材料： 

(1) PBS 

(2) 胎牛血清(FBS) 

(3) DMEM 

(4) Trypsin-EDTA(0.25%) 

(5) DMSO 

方法： 
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       吸出培養皿中舊的培養基，用 PBS 洗滌細胞兩次後，加入 1 ml     

     Trypsin-EDTA，37℃細胞培養箱作用 3分鐘後，輕拍培養皿始 

     貼附在培養皿底部的細胞脫落，加入適量新鮮培養基終止 

     trypsin作用，以 pipet吸至 15 ml離心管，離心 1000 rpm，3 

     分鐘。去除上清液，加入 1 ml的細胞培養基(930µl細胞培養基 

     +70 µl DMSO)均勻混合，裝於冷凍管中，將凍管先至於-20℃冰 

     箱，2小時，再將凍管至於-80℃冰箱放至隔夜，再將凍管移入 

     液態氮中，可長期保存。 

    

二二二二、、、、    蛋白質收取蛋白質收取蛋白質收取蛋白質收取    

     材料： 

(1) Cell lysis buffer(Urea 8 M，CHAPS 4%(w/v)，Pharmalyte 

3-10 2%，ddH2O 40ml) 

(2) Phosphatase inhibitor cocktail I (1%) 

(3) Phosphatase inhibitor cocktail II(1%) 

(4) Protease inhibitor cocktail III(0.1%) 

(5) PMSF(1%) 

(6) PBS 

方法： 

       將培養皿內培養基倒掉，用 PBS洗滌 2次後，每盤培養皿加 
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     入 800 µl Cell lysis buffer(新鮮添加 Phosphatase inhibitor cocktail  

     I(1%)、II(1%)、III(0.1%)及 PMSF(1%))，放置冰上反應 20分鐘 

     後，將細胞刮下，收集到微量離心管中，接著將微量離心管插 

     置冰中，利用超音波震盪 30秒(震 10秒，停 10秒)，離心 15000  

     rpm、4℃、20分鐘，吸取上清液至新的微量離心管，並分裝放 

     置-80℃冷凍櫃保存。 

 

三三三三、、、、    凝血酶調節素凝血酶調節素凝血酶調節素凝血酶調節素 siRNA的轉殖的轉殖的轉殖的轉殖((((transfection))))    

材料： 

(1) TM siRNA(Invitrogen) 

(2) Lipofectamine 2000(Invitrogen) 

(3) OPTI 

(4) 6 孔培養盤 

(5) 培養基(DMEM,10%FBS) 

方法： 

培養 5×105
 HaCaT細胞於 6孔培養盤 ，每孔放置 2 ml培養  

      基。隔天先取 siRNA(6 pmole)放進 100 µl OPTI在室溫反應 5 

      分鐘，再取 1 µg/µl lipofectamine放進 100 µl OPTI，接著將 

      siRNA和 lipofectamine(200 µl)混合均勻後，在室溫反應 20分 

      鐘。用 OPTI補至 1 ml，並加入 6孔培養盤，置 CO2培養箱 6 
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      小時後，換上正常的培養基，在轉錄後 108 小時 

      後收取細胞蛋白。 

 

四四四四、、、、    二維蛋白質電泳分析二維蛋白質電泳分析二維蛋白質電泳分析二維蛋白質電泳分析    

1111、、、、 蛋白質定量蛋白質定量蛋白質定量蛋白質定量    

材料： 

(1) 2-D Quant Kit 

(2) Eppendorf 

(3)Cuvette 

方法： 

         標準品 BSA依序取 0 µg,10 µg,20 µg,30 µg, 40 µg,50 µg製 

       備標準曲線 ，分別加入 500 µl沉澱劑(precipitant)震盪後， 

       於室溫反應 2分鐘(白色混濁無顆粒)，再加入 500 µl共沉澱 

       劑(co-precipitant)並震盪(白色混濁，細顆粒)，離心 13000  

       rpm 、4℃、15 分鐘，接著製備Working reagent (reagent A： 

       reagent B=100：1)移除上清液後，加 100 µl銅離子溶液(copper  

       solution)及 400 µl 二次水震盪約 30秒，加 1 ml 反應劑 

       (working reagent)，置於室溫 15分鐘接著使用 ELISA 取波長 

       480 nm之吸光值，計算並繪出標準樣品之曲線，以內插法換 
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       算樣品實際濃度。 

2222、、、、 蛋白質純化蛋白質純化蛋白質純化蛋白質純化    

材料： 

(1) 2-D Clean-up Kit 

(2) Eppendorf 

方法： 

          樣品每 100 µg分裝到一個微量離心管，分別加入 300 µl  

        沉澱劑(precipitant)震盪後，於冰上反應 15分鐘，再加入 300  

        µl 共沉澱劑(co-precipitant)並震盪(白色混濁，細顆粒)，離 

        心 22000 g 、4℃、15 分鐘，移除上清液後，加入 40 µl共 

        沉澱劑，斜躺在冰上反應 5分鐘，再離心 22000 g 、4℃、 

        15 分鐘，移除上清液後，加入 40 µl二次水，並將沉澱物給 

        沖散再加入 1 ml wash buffer 及 5 µl wash additive，置放在 

        -20℃冰箱，每 15分鐘振一次，共 6小時，離心 32000 g 、 

        4℃、30 分鐘，移除上清液後，加入 10 µl的 lysis buffer於 

        冰箱反應至隔夜，最後再次做蛋白質定量。 

3333、、、、 蛋白質等電點電泳蛋白質等電點電泳蛋白質等電點電泳蛋白質等電點電泳    

材料： 

(1) Rehydration buffer 

    Urea                          12 g 
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              CHAPS                       0.5 g 

              IPG Buffer                    500 µl 

              1% BPB stock solution            50 µl 

           Double-distilled water             補滿 

25 ml 

(2) pH4-7 strip (GE) 

(3) DTT 

(4) 等電點電泳儀 

(5) 2-D DIGE Kit 

(6) 礦物油(mineral oil) 

方法： 

分別取兩種樣品各 50 µg以進行 Cy3 或 Cy5 螢光標定， 

        及各取 25 µg混合再一起當作 internal standard進行 Cy2 標 

        定，各別加入 1 µl的 Cy3,Cy5,Cy2(400 pmole/µl)，和樣品混 

        合均勻後，避光置於冰上反應 30分鐘，接著加入 1 µl的 

        lysine(10 mM)終止螢光染劑的結合，避光置於冰上反應 10 

        分鐘後，將三種樣品混合均勻後，用 Rehydration buffer補至 

        250 µl，將樣品放進 holder，取出 pH 4-7 strip(將膠體朝下)， 

        加入 400 µl礦物油，最後將 holder放進等電點電泳儀，進行 

        IEF。 
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         條件(process)： 

  Step1      stp        30V                12hr 

 Step2      stp       500V                 1hr 

  Step3      stp      1000V                 1hr 

 Step4      grd      8000V                 3hr 

 Step5      stp      8000V           60000V/hr 

  Step6      stp      3000V                  5hr 

 

4444、、、、 蛋白質蛋白質蛋白質蛋白質 SDS-PAGE電泳電泳電泳電泳    

材料： 

(1)10%分離膠片(2片) 

ddH2O                       48.5 ml 

4× resolving gel buffer            25 ml 

40% acrylamide/bis acrylamide      25 ml 

10% SDS                       1 ml 

12% APS                     500 µl 

TEMED                        50 µl 

                       100.05 ml 

(2)4× resolving gel buffer 

              Tris base                    181.7 g 



 

22 

 

              DDW                       750 ml 

              HCl                  滴定至 pH 8.8 

                               補滿 1 L 

       (3)10%APS(Ammonium persulfate) 

APS                        0.02 g 

ddH2O                       200 µl 

200µl 

(4)Agarose sealing solution 

              Running buffer               100 ml 

Agarose                        1 g 

1% BPB                     200 µl 

100 ml 

        (5)Running buffer (1X) 

125 mM tris                    15 g 

960 mM glycine                 72 g 

0.5% SDS                       5 g 

ddH2O                         補滿 

5 L 

(6)SDS equilibration buffer (平衡溶液) 
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Urea                          72.1 g 

Tris                          10.0 ml 

Glycerol                        69 ml  

SDS                             4 g 

1%BPB                        400 µl 

DDW                         200 ml 

        (7)DTT(10 mg/ml) 

        (8)IAA(25 mg/ml) 

        方法： 

               取出IEF strip，以二次去離子水將表面的礦物油沖洗掉。 

            依序放進裝有平衡溶液 （DTT、IAA）的管子中各平衡15 分 

            鐘，接著將IEF strip橫放入10 % SDS-PAGE 的上方，使strip 

            與SDS-PAGE 緊密接觸，並覆蓋Agarose sealing solution溶 

            液固定strip 的位置。將整個裝置架設到電泳槽上，加滿 

            running buffer，在4 ℃以50 V的電壓跑電泳，一直到達膠的 

            底部為止（約5 小時） 

5、、、、 軟體分析軟體分析軟體分析軟體分析 

利用 Typhoon 9200分別擷取對 Cy2、Cy3、Cy5三種不同螢

光波長(Excitation/Emission wavelengths：488 nm/520 nm、532 

nm/580 nm、633 nm/670 nm)的影像，並且總共進行三組檢體
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之三片膠比對，三組檢體蛋白質點強度差異需使用 DeCyder

處理分析兩種樣品間螢光的相對差異，差異 1.5 倍以上，T-test

＜0.05 定為差異點。 

6、、、、 Coomassie Blue染色染色染色染色 

材料： 

(1) Methanol 

(2) Coomassie Blue 

(3) Glacial acetic acid 

方法： 

           將跑好的二維電泳膠片，加入固定液(50%methanol、10%  

         gacial acetic acid)固定膠片至隔夜，加入 Coomassie染劑 

         (0.1% Coomassie blue、50% methanol、10% gacial acetic acid) 

         染色 20分鐘，退染劑(40% methanol、10% gacial acetic acid) 

         退染至膠體的背景透明為止。 

7、、、、 膠體蛋白水解膠體蛋白水解膠體蛋白水解膠體蛋白水解 

材料： 

(1) Acetonitrile(ACN) 

(2) Ammonium bicarbonate(ABC,25mM) 

(3) Trypsin 

方法： 

           將差異點取下後，加入 100 µl ABC(25mM) ,在室溫震盪 
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         15 分鐘後移除上清液，再加入 25 µl 100% CAN，使膠體 

         脫水，震盪 5分鐘，再加入 100 µl ABC(25mM)使膠體復水， 

         震盪 5分鐘，再加入 25 µl 100% CAN，使膠體脫水，至 

         Coomassie blue的藍色消除為止，加入 Trypsin(30 ng)，置 4 

         ℃2小時後，37℃反應 16小時，分別加入 50%ACN及 

         80%ACN萃取 peptide。 

    

五五五五、、、、    質譜儀蛋白質鑑定質譜儀蛋白質鑑定質譜儀蛋白質鑑定質譜儀蛋白質鑑定    

   此實驗是使用中國醫藥大學貴重儀器中心的蛋白質分析鑑定質譜儀

(MALDI-TOF/TOF)，蛋白經由trypsin水解，利用Mascot軟體進行分析，

質量誤差可容忍範圍為±100 ppm，錯誤切割位置數目≦1，經過蛋白質序

列資料庫(Swissport)中人種蛋白質模擬由酵素消化所演算出的胜肽群質

量作數據比對，並且利用二次飛行質譜(TOF/TOF)鑑定胜肽織胺基酸序

列。 

六六六六、、、、    蛋白濃度定量蛋白濃度定量蛋白濃度定量蛋白濃度定量    

材料： 

        (1)BCATM
 Protein Assay Kit 

(2)96 孔培養盤 

(3)Eppendorf 
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  方法： 

        標準品 BSA依 2倍序列稀釋濃度範圍為 2 -0.125 mg/ml，取 

      標準品與待測樣品各 10 µl分別稀釋五倍及十倍進行濃度定 

      量，標準品與待測樣品取至 96孔盤中，配置 working  

       reagent(A:B=1:50)每 well   加入 100 µl，於 37℃反應 30 分 

      鐘，接著使用 ELISA讀取波長 570 nm 之吸光值，計算標準樣 

      品之吸光曲線並換算樣品實際濃度。 

 

七七七七、、、、    西方墨點法西方墨點法西方墨點法西方墨點法    

材料： 

(1) 10%分離膠片(2片) 

ddH2O                       9.7 ml 

1.5 M Tris-HCl(pH 8.8)          5 ml 

40% acrylamide/bis acrylamide     5 ml 

10% SDS                     200 µl 

12% APS                     150 µl 

TEMED                        20 µl 

                           20.07 ml 

(2) 3.6%聚焦膠片 (2 片) 

ddH2O                     6.45 ml 
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0.5 M tris(pH 6.8)           630 µl 

40% acrylamide/bis acrylamide   900µl 

10% SDS                    100 µl 

12% APS                    100 µl 

TEMED                       10 µl 

                           8.42 ml 

(3) Running buffer (5X) 

125 mM Tris                    15 g 

960 mM glycine                 72 g 

0.5% SDS                       5 g 

ddH2O                         補滿 

                               1 L 

(4) Transfer buffer 

25 mM Tris                    2.1 g 

0.2 mM glycine               10.5 g 

20% methanol                 140 ml 

ddH2O                         補滿 

                             700 ml 

(5) PBST 

PBS (25X)                    80 ml 

Tween 20                      2 ml 
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ddH2O                         補滿 

                               1 L  

(6) Blocking buffer (新鮮泡製) 

PBST (1X)                    80 ml 

5% milk                        4 g 

                              80 ml 

 

(7) 10%APS(Ammonium persulfate) 

APS                        0.02 g 

ddH2O                       200 µl 

                             200 µl 

(8) 1.5 M Tris-HCl(pH 8.8) 

Tris-base                    90.85 g 

ddH2O                       450 ml 

                             500 ml 

(9) 0.5 M Tris-HCl(pH 8.8) 

Tris-base                     30.3 g 

ddH2O                       450 ml 

                             500 ml 
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(10) 4X sample buffer 

0.5 M Tris-HCl                 10 ml 

Glycerol                        6 ml 

SDS                            2 g 

2-ME                          4 ml 

Bromophenol                  0.004 g 

pH=6.8                        20 ml 

(11) 一級抗體 

(12) 二級抗體 

(13) 顯影劑與定影劑(Kodak) 

(14) 底片(Kodak) 

(15) Millipore Chemilluminescent HRP Substrate 

(16) PVDF膜(polyvinylidene difluoride) 

方法： 

        先於膠臺上架好玻璃，配置下層分離膠加至玻璃內   

(1.5mm)，以 95%酒精壓平，約 30分鐘後，將 95%酒精倒掉， 

配置上層聚焦膠加至玻璃，插入樣品梳(無氣泡)，約 30分鐘 

後配置完成，取下放至 4℃保存，分別取 50 µg sample與 4X  

sample buffer等比例混合，以沸水加熱 5分鐘使蛋白變性，冷 

卻後將 sample加入槽內，以 100 伏特電壓進行電泳約兩個小 
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時，先將蛋白轉印紙(PVDF memebrane)泡至 methanol中 5分 

鐘，之後浸至 transfer buffer，而 2張濾紙和電泳膠也浸至 

transfer buffer中，依序依序放置濾紙、轉漬膜、電泳膠、濾紙， 

小心移去氣泡，轉漬電泳膠片 10伏特電壓約 75分鐘，轉漬完 

後，將 PVDF memebrane以 PBST清洗一次/10分鐘，轉漬完 

後膜浸泡 Blocking buffer，室溫 2小時後，加入一級抗體，放 

至 4℃反應隔夜，隔天以 PBST清洗 6次，每次 10 分鐘，加入 

二級抗體，室溫反應一小時後，以 PBST清洗 6次，每次 10 

分鐘，最後加入 ECL 試劑至暗房壓片，壓片時間約 1-10 分 

鐘，以顯影劑顯色再以定影劑固定，再以清水清洗，底片自然 

晾乾，標出蛋白標準品分子量，利用 AlphaImager 2000 軟體 

定量分析計算相對於 loading control蛋白增減倍數。 

八八八八、、、、    細胞免疫螢光染色細胞免疫螢光染色細胞免疫螢光染色細胞免疫螢光染色    

材料： 

(1) 玻片 

(2) 載玻片 

(3) 雷射共軛焦顯微鏡 

(4) 3.7% formalin 

(5) 抗體 
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(6) FBS 

(7) PBS 

方法： 

先用 PBS 清洗種好在玻片上的細胞，加入 3.7% formalin在室

溫固定 15分鐘，再用 PBS 清洗四次，如果要染細胞質的蛋白，

加入 Triton X-100(0.25%)在室溫反應 10分鐘，再用 PBS 清洗

四次，加入 FBS(10%)在 37℃反應 30 分鐘，再用 PBS 清洗四

次，接著加入一抗(Monoclone Rabbit anti-Human Annexin 

A3、Monoclone Mouse anti-Human Procathepsin D、 

Phallodoidin)，置於 4℃至隔夜再用 PBS 清洗，再加入二抗

(tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC)-conjugated 

goat-anti-rabbit antibody、TRITC-conjugated goat-anti-mouse 

antibody)，在室溫避光反應 90分鐘，再用 PBS 清洗，最後避

光封片。 

 

九九九九、、、、    細胞生長能力分析細胞生長能力分析細胞生長能力分析細胞生長能力分析    

材料： 

(1) 3-(4,5-dimethyl-2-thiahiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoli

um bromide (MTT) 

(2) 24 孔培養盤 
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(3) 96 孔培養盤 

方法： 

培養 2×104
 HaCaT與 HaCaT-siTM細胞於 24孔培養盤 ，每 

      well 400 µl DMEM，分別在 16、24、48、72 小時，加入 300  

      µl MTT(5mg/ml)放置 37℃，5% CO2培養箱中培養 2小時，接 

      著將MTT吸出，加入 100 µl DMSO於室溫反應 1小時，之後 

      吸至 96孔培養盤，以波長 570 nm至於 ELISA測讀吸光值， 

      以 16小時為基礎點，換算出每個時間點的相對倍數。 

十十十十、、、、    細胞爬行分析細胞爬行分析細胞爬行分析細胞爬行分析    

材料： 

                        (1)6 孔培養盤 

方法： 

        在 6孔培養盤中，分別接種 HaCaT及 HaCaT-siTM細胞 1.5 

      ×106/2 ml 於培養液培養，隔夜將培養液吸出，以 10 µl white tip 

      在長滿細胞的底面畫出 3條傷口，換上新的培養液，使用倒立 

      式顯微鏡觀察，每個 well 選擇標示不同之 3個視野，追蹤記 

      錄 0、8、16 小時之細胞爬行，計算爬行程度表示方式如下： 

      (總傷口面積-爬行面積)/ 總傷口面積 

    



 

33 

 

第三第三第三第三章章章章        研究結果研究結果研究結果研究結果    

一一一一、、、、凝血酶調節素基因靜凝血酶調節素基因靜凝血酶調節素基因靜凝血酶調節素基因靜默默默默影響影響影響影響 HaCaT細胞的細胞的細胞的細胞的型態型態型態型態    

            首先先以西方墨點法來偵測凝血酶調節素在 HaCaT、HaCaT-siTM細

胞間的表現量。結果顯示相對在基因靜默的 HaCaT-siTM細胞，凝血酶

調節素蛋白的表現為 HaCaT二分之一(圖一)。此外，由倒立式螢光顯微

鏡觀察下可以發現到 HaCaT之上皮細胞型態，生長的也比較緊密，在

HaCaT-siTM細胞則相對比較細長，細胞形狀有些改變。從

TRITC –phalloidin結合 actin的染色結果觀察細胞骨架，可發現 HaCaT細

胞和細胞間長的很緊密，相對的可以看到 HaCaT-siTM細胞細胞和細胞

間相對地鬆散(圖二)。 

    

二二二二、、、、靜默靜默靜默靜默凝血酶調節素影響凝血酶調節素影響凝血酶調節素影響凝血酶調節素影響 HaCaT上皮細胞的生長上皮細胞的生長上皮細胞的生長上皮細胞的生長    

            凝血酶調節素除了影響細胞的型態外，還發現會影響 HaCaT細胞的

生長速率，以MTT分析 HaCaT細胞在四十八小時之後生長的速率逐漸

高於 HaCaT-siTM細胞，在七十二小時之後高達約 1.4 倍(圖三)，結果

顯示靜默凝血酶調節素的表現在 72小時內會減緩 HaCaT細胞的生長能

力。 

 

三三三三、、、、HaCaT-siTM細胞細胞細胞細胞的爬行的爬行的爬行的爬行能力增加能力增加能力增加能力增加    



 

34 

 

            利用Wound migration assay分析細胞爬行的能力，計算細胞所爬行的

面積(圖四 A)，HaCaT-siTM細胞所爬行的面積遠快於 HaCaT細胞，約

八小時時，HaCaT-siTM細胞已經爬行將近整個面積，十六小時後，已經

爬滿整個面積。相對的，正常 HaCaT細胞在八小時只爬行 32%的傷口面

積，十六小時後，只爬行了 38%的傷口面積(圖四 B)，結果顯示凝血酶調

節素的表現下降會增加 HaCaT角質細胞爬行的能力。 

 

四四四四、、、、DIGE分析分析分析分析 HaCaT及及及及 HaCaT-siTM    

本研究利用螢光二維差異性電泳(DIGE)的方法分析HaCaT細胞與

HaCaT-siTM細胞的蛋白質；二維膠電泳是採用酸鹼度範圍4-7 線性的

IPG strip(wide range 4-7 linear immobilized pH gradient)進行第一維的蛋白

質等電點分離，接續以10 %的凝膠電泳(SDS-PAGE)進行第二維的蛋白質

分子量分離；以影像掃描器(Typhoon 9200)利用不同波長將蛋白質顯色

(圖五)，我們觀察到圖譜上約有1500個左右的蛋白質點被解析出來，分

子量分布範圍在14-110 kDa，總共約1100個點可同時出現在三組膠片

中，符合率約73.3%，圖譜中分析出有差異的蛋白點總共有25個(箭頭所

示)，再藉由質譜儀及資料庫比對鑑定出16個差異蛋白點(Table 1)，其中

點16及18分別為Annexin A3、procathepsin D。 
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五五五五、、、、Annexin A3及及及及 procathepsin D差異蛋白的表現差異蛋白的表現差異蛋白的表現差異蛋白的表現    

            從二維膠電泳圖譜發現Annexin A3及procathepsin D 在HaCaT-siTM

細胞的蛋白表現量是下降的，Annexin A3及procathepsin D約為HaCaT細

胞的77%及45%，進一步以西方墨點法來偵測Annexin A3(圖六)及

procathepsin D(圖七)在兩株細胞中蛋白的表現量差異。結果顯示Annexin 

A3及procathepsin D於HaCaT-siTM細胞表現量有明顯下降，分別為78%及

62%，與DIGE定量之減量結果吻合。 

 

六六六六、、、、Annexin A3及及及及 procathepsin D蛋白位於蛋白位於蛋白位於蛋白位於 HaCaT細胞之細胞質中細胞之細胞質中細胞之細胞質中細胞之細胞質中    

         以螢光染色的方式，觀察細胞中 Annexin A3及 procathepsin D表現的

位置(圖八)，HaCaT與 HaCaT-siTM細胞我們都可以看到 Annexin A3及

procathepsin D主要分布部位於細胞質中，但是無法以此定量比較兩者細

胞差異。 

七七七七、、、、HaCaT角質細胞的角質細胞的角質細胞的角質細胞的凝血酶調節素凝血酶調節素凝血酶調節素凝血酶調節素 siRNA基因基因基因基因轉殖轉殖轉殖轉殖    

            HaCaT-siTM是持續穩定表現 TM shRNA的細胞株，我們另外購置寡

核酸之干擾 RNA片段轉入進 HaCaT細胞，以西方墨點法先偵測凝血酶

調節素的蛋白表現量，確定 TM在 108小時時，仍可有效被干擾 RNA抑

制(圖九)，再以西方墨點法偵測 Annexin A3、procathepsin D及 cathepsin 

D的表現，cathepsin D為 procathepsin D的成熟型。結果顯示 Annexin A3
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及 procathepsin D於 TM干擾的 HaCaT角質細胞表現量也會下降(圖九)，

相反的，cathepsin D則在 TM干擾的 HaCaT角質細胞表現上升。 
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第四第四第四第四章章章章        討論討論討論討論    

     從凝血酶調節素最早被發現在內皮細胞表面和拮抗血液凝固的功

能有關，隨後陸續對凝血酶調節素的研究，發現凝血酶調節素還存在我

們人體其他的組織中，也依序發現除了拮抗血液凝固的其他功能，一直

到現在我們相信凝血酶調節素還有許多功能值得進一步研發探討。 

     本論文主旨在探討凝血酶調節素在在上皮組織的功能，所以我們先

觀察了凝血酶調節素所影響的 HaCaT細胞型態，還有所影響細胞的爬行

能力及生長速率，並研究凝血酶調節素在 HaCaT細胞所造成的蛋白質變

化，實驗中選用了螢光二維差異性電泳技術，期待能夠找出受凝血酶調

節素影響的 HaCaT角質細胞功能蛋白。在細胞型態方面，可以發現

HaCaT-siTM細胞變得細長，藉由細胞骨架觀察發現細胞間相對鬆散，顯

示凝血酶調節素會造成 HaCaT細胞構造改變；而在細胞爬行能力，發現

HaCaT細胞的爬行速度遠慢於 HaCaT-siTM細胞，除了可能是降低凝血

酶調節素調降了細胞間的黏附，導致 HaCaT-siTM細胞的爬行速度加快，

我們認為細胞由上皮細胞型態轉變為纖維型，會增加細胞移型的能力

[37-40]。 

     我們從螢光二維差異性電泳找出了 16個蛋白差異點，經由資料庫

蛋白功能搜尋發現大部分和代謝以及細胞骨架有關，其中比較有興趣的

是Annexin A3及 procathepsin D這兩個蛋白；Annexin A3是屬於Annexins
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這個家組的成員之一，與鈣離子結合存在於細胞質[41]，其許多家族成

員陸續被研究出和發炎反應、細胞凋亡、細胞增生及細胞分化都有相關

[42-45]，至於 Annexin A3是屬於比較後期才被重視的蛋白，此蛋白的

功能範圍很廣，可做為攝護腺的生物標記，當表現量上升時其癌症的轉

移能力增加[46]；Annexin A3也是一個新發現的血管新生因子，主要會經

由 HIF-1這個途徑促使 VEGF的產生[47]；Annexin A3也會由大腦中的

小神經膠細胞(microglia cell)所分泌，和大腦受損時的修有關[48]；

Annexin A3還會促進小鼠肝細胞的新生[49]，這裡可能意味著Annexin A3

的表現量上升可能和細胞的增生有關，HaCaT-siTM細胞之 Annexin A3

被調降。cathepsin D為 procathepsin D的成熟型，procathepsin D(52 kDa)

在送入溶小體的過程中會經由酵素切割成 cathepsin D(34 kDa)[50, 51]，

cathepsin D的功能範圍更為廣大，procathepsin D/cathepsin D最早被提到

與乳癌的轉移和存活率有關[51]，procathepsin D也陸續被指出和癌細胞

的增生[52-56]以及血管新生[57, 58]；在阿茲海默症(Alzheimer’s disease)

的病人身上可以發現 cathepsin D會異常的升高[58, 59]；另外，cathepsin D

在皮膚功能上也有些相關研究，當 cathepsin D異常增加時，會造成皮膚

異常增生、傷口癒合速度加快及上皮組織分化[60-62]。還發現到

procathepsin D會促使 HaCaT細胞增生[63]，綜合以上結論，procathepsin 

D/cathepsin D會影響上皮組織的分化及癒合，因此我們推測凝血酶調節



 

39 

 

素下降所造成的 procathepsin D表現量下降，會影響上皮組織的分化、癒

合功能，此外，procathepsin D的下降我們推測是轉換成成熟型 cathepsin D

所造成。另外，為了觀察凝血酶調節素下降不同時間對上皮細胞的影響，

殖入了凝血酶調節素 siRNA，從結果中可以發現在凝血酶調節素下降在

108小時後，Annexin A3、procathepsin D有比較明顯的下降，因此推測

可隨著凝血酶調節素長時間的低量表現，HaCaT細胞受到的影響更明顯。 

     雖然我們目前尚未確定凝血酶調節素在上皮組織所扮演的生理角

色，但是經由蛋白質二維電泳、細胞爬行能力及細胞生長速率的實驗，

可以確定凝血酶調節素在上皮組織可能扮演不同於抗凝血的功能，至於

經由何種機制，產生何種訊息傳遞，還更需進一步研究與探討。 
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圖一圖一圖一圖一、、、、西方墨點法分析西方墨點法分析西方墨點法分析西方墨點法分析凝血酶調節素凝血酶調節素凝血酶調節素凝血酶調節素(TM)(TM)(TM)(TM)蛋白蛋白蛋白蛋白在在在在 HaCaT細胞及細胞及細胞及細胞及                

                                        HaCaT-siTM細胞的蛋白表現量細胞的蛋白表現量細胞的蛋白表現量細胞的蛋白表現量     

(A)取定量50 µg的蛋白，以anti-TM抗體進行西方墨點反應，lane 1、 

      lane 2分別為HaCaT及HaCaT-siTM細胞的蛋白質，GAPDH 

      作為電泳internal control。 

  (B)AlphaImage 2000軟體定量電泳色帶強弱，與GAPDH比較後，將 

     HaCaT細胞( )之TM/GAPDH比值定為1，HaCaT-siTM細胞

( )TM/GAPDH相對表現量與之比較，檢體數有3組，＊：P＜0.05。 
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圖圖圖圖二二二二、、、、鏡檢及免疫鏡檢及免疫鏡檢及免疫鏡檢及免疫染色去觀察染色去觀察染色去觀察染色去觀察 HaCaT及及及及 HaCaT-siTM之型態之型態之型態之型態    

  (A) 倒立式顯微鏡觀察 HaCaT細胞型態，物鏡 20X。 

  (B) 倒立式顯微鏡觀察 HaCaT-siTM細胞型態，物鏡 20X。 

  (C) TRITC-phalloidin染出 actin，以共軛焦顯微鏡觀察 HaCaT細胞中 

      actin骨架的分布。 

  (D) 共軛焦顯微鏡觀察 HaCaT-siTM之 actin細胞骨架。 
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圖三圖三圖三圖三、、、、MTT法法法法分析分析分析分析 HaCaT及及及及 HaCaT-siTM之細胞生長之細胞生長之細胞生長之細胞生長    

每 24小時測定 2種細胞數目，將 MTT 分析測讀之吸光值與 16小時比

較倍數差異，檢體數有 4組，＊：P＜0.05。    

表示 HaCaT細胞生長情況， 表示 HaCaT-siTM生長情況    
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                        圖四圖四圖四圖四、、、、分析分析分析分析 HaCaT與與與與 HaCaT-siTM細胞之爬行能力細胞之爬行能力細胞之爬行能力細胞之爬行能力        

    (A)利用Wound migration assay，每八小時用倒立式顯微鏡在同一  

    位置照相，觀察記錄 HaCaT及 HaCaT-siTM細胞的爬行能力。 

    (B) AlphaImage 2000 軟體分析 HaCaT( )及 HaCaT-siTM( )細胞

爬行程度，0小時當作對照組，8、16 小時換算出爬行程度，檢

體數有 4組，＊：P＜0.05。 
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圖五圖五圖五圖五、、、、螢光二維差異性電泳螢光二維差異性電泳螢光二維差異性電泳螢光二維差異性電泳((((2D-DIGE))))分析分析分析分析 HaCaT與與與與 HaCaT-siTM 

          細胞細胞細胞細胞的蛋白質的蛋白質的蛋白質的蛋白質。。。。    

      (A)50 µg HaCaT細胞蛋白利用 Cy3 標記之二維電泳膠圖 

      (B)50 µg HaCaT-siTM細胞蛋白利用 Cy5 標記之二維電泳膠圖 

      (C)標幟 Cy2，50 µg蛋白(25 µg HaCaT+25 µg HaCaT-siTM)，以 

          Cy2 標幟作為 DIGE之 internal control。  

       (D) HaCaT與 HaCaT-siTM細胞的差異蛋白點(箭頭) 
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                圖圖圖圖六六六六、、、、西方墨點法西方墨點法西方墨點法西方墨點法分析分析分析分析 Annexin A3333 在在在在 HaCaT細胞及細胞及細胞及細胞及 HaCaT-siTM 

           細胞蛋白的細胞蛋白的細胞蛋白的細胞蛋白的表現量表現量表現量表現量    

     (A)取定50 µg的蛋白，以anti-Annexin A3抗體進行西方墨點反應， 

         lane 1、lane 2分別為HaCaT及HaCaT-siTM細胞的蛋白質 

         GAPDH作為電泳internal control。 

     (B)與internal control比較後，將HaCaT細胞( )之Annexin 

A3/GAPDH表現量定為1，HaCaT-siTM細胞( )中Annexin 

A3/GAPDH相對量化，檢體數有3組，＊：P＜0.05。 
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                圖圖圖圖七七七七、、、、西方墨點法顯示西方墨點法顯示西方墨點法顯示西方墨點法顯示 Procathepsin D在在在在在在在在 HaCaT細胞及細胞及細胞及細胞及    

                                        HaCaT-siTM細胞蛋白的細胞蛋白的細胞蛋白的細胞蛋白的表現量表現量表現量表現量 

      (A)取定50 µg的蛋白，以anti-Procathepsin D抗體進行西方墨點反 

          應，lane 1、lane 2分別為HaCaT及HaCaT-siTM細胞的蛋白質 

          GAPDH作為電泳internal control。 

      (B) 與internal control比較後，將對HaCaT( )細胞之Procathepsin  

D/GAPDH表現量定為1，HaCaT-siTM細胞( )Procathepsin  

D/GAPDH相對量化，檢體數有3組，＊：P＜0.05。 



 

52 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

    圖圖圖圖八八八八、、、、細胞免疫染色細胞免疫染色細胞免疫染色細胞免疫染色分析分析分析分析 Annexin A3及及及及 Procathepsin D在在在在 HaCaT    

                                及及及及 HaCaT-siTM細胞細胞細胞細胞的位置的位置的位置的位置    

    共軛焦顯微鏡觀察 HaCaT及 HaCaT-siTM細胞中 Annexin A3及 

     procathepsin D表現的位置 
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圖圖圖圖九九九九、、、、西方墨點法西方墨點法西方墨點法西方墨點法分析分析分析分析 HaCaT細胞及細胞及細胞及細胞及 TMTMTMTM    siRNA基因基因基因基因轉殖轉殖轉殖轉殖 HaCaT 

       細胞細胞細胞細胞 108108108108 小時後小時後小時後小時後，，，，Annexin A3333、、、、Procathepsin D及及及及 cathepsin D 

       蛋白蛋白蛋白蛋白的表現量的表現量的表現量的表現量    

     (A) 取定量50 µg的蛋白，以anti-Annexin A3、anti-Procathepsin D 

         及anti-cathepsin D抗體進行西方墨點反應，GAPDH作為電泳 

         internal control。 

     (B)與 internal control比較後，將 Annexin A3、Procathepsin D及   

        cathepsin D/GAPDH於相對量化 
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附錄一：pSM2C載體的簡譜 

 

 

 


