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山茱萸水萃抽物及其成份沒食子酸對人類骨肉瘤癌的抗癌

作用之研究 
研究生： 廖 慶 龍 

指 導 教 授 ：林昭庚 教 授 

共 同 指 導 教 授 :鍾景光  教  授 

中國醫藥大學 中醫學系博士班 

摘要 

自古以來山茱萸就被傳統中醫使用於治療許多疾病。而本文即是研究

山茱萸水萃抽物及其成份沒食子酸對人類骨肉瘤癌的抗癌作用，並探討其

作用機轉。 

首先在山茱萸水萃抽物方面，結果驗證山茱萸水萃抽物降低人類骨肉

瘤癌細胞的存活率，造成細胞的DNA損傷、DNA condensation, 細胞週期

G0/G1 arrest和細胞凋亡。山茱萸水萃抽物活化人類骨肉瘤癌細胞內

caspase-8, caspase-9 和 caspase-3, 造成ROS 和 Ca2+的增加，使粒線體的膜

電位差(ΔΨm)下降。山茱萸水萃抽物也上調caspase-3, caspase-9, Bax, 

cytochrome c, GRP78, AIF, ATF-6α, Fas, TRAIL, p21, p27, p16等的protein 

levels，使得細胞週期停滯而引起細胞凋亡。同時山茱萸

mitochondrial-dependent pathway，增加AIF, cytochrome c 和 Endo G, 導致

細胞凋亡。由上述的結果顯示山茱萸水萃抽物引起人類骨肉瘤癌細胞凋

亡，是經由ROS-modulated caspase-dependent 和 -independent pathways.     

水萃抽物也經由

癌症的轉移是多重因素造成的，且也常使治療更複雜。本研究也探討

山茱萸水萃抽物及其成份沒食子酸對人類骨肉瘤癌細胞的抑制腫瘤轉移侵

入的作用與其作用機轉。結果顯示山茱萸水萃抽物可經由調控FAK, PKC, 

SOS1, MKK7, MEKK3, GRB2, NF-κB p65, COX-2, HIF-1α, PI3K, GRB2, 

Rho A, ROCK-1, IRE-1α, p-JNK1/2, p-ERK1/2, p-p38, Ras, p-PERK 和 

VEGF的量，也可經由抑制MMP-2 和 -9的活性和蛋白質體表現來抑制人類

骨肉瘤癌細胞腫瘤的轉移侵入。在沒食子酸方面，由 Western blotting 可得

知GA下降人類骨肉瘤癌細胞內GRB2, PI3K, AKT/PKB, PKC, p38, ERK1/2, 

JNK, NF-κB p65的蛋白質levels.由in vitro kinase assay得知GA也抑制AKT, 
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IKK 和 PKC的活性。GA抑制人類骨肉瘤癌細胞的migration 和 invasive能

力，也降低MMP-2 and MMP-9的蛋白質、mRNA levels和secreted enzyme的

活性。由上述結果顯示GA抑制人類骨肉瘤癌細胞migration 和 invasion的機

轉可能經由下調PKC、抑制mitogen-activated protein kinase (MAPK) 和 

PI3K/AKT，最後抑制MMP-2 and MMP-9的表現。 

綜上所述，山茱萸水萃抽物及其成份沒食子酸對人類骨肉瘤癌細胞有

細胞毒殺作用、抑制細胞生長、抑制癌細胞轉移侵入。將來擬進一步研究

考量山茱萸可做為治療人類骨肉瘤癌的新選擇方向。 

 

關鍵字:山茱萸,人類骨肉瘤癌,沒食子酸 
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第一章 前言 

 

二十世紀初期人類的主要疾病死亡原因為傳染病，如白喉、上呼吸道

感染、肺炎、肺結核等；隨著醫療的進步，傳染病逐漸獲得控制，一些慢

性病逐漸成為人類的死亡主因。而近幾年惡性腫瘤更是蟬聯死亡主因的第

一名。 

惡性腫瘤的成因多樣性，手術治療不一定能完全根治，而其他治療如

化療、放射、荷爾蒙治療常有抗藥性或副作用；所以有些學者積極尋求其

他的補充替代療法(CAM)，而中醫藥在此 CAM 的範疇占有極重要的地位，

某些狀況甚至是主要的治療選擇。 

中醫對癌症的敘述由來已久，早在三千五百多年前的殷墟時期甲骨文

字中，中醫就有 ’瘤’ 的記載, 由“疒＂和“留＂组成，意為“疾病，留聚

不去＂。後來歷代醫家用各種名詞描述類似癌的症候、病名，如腸覃、石

瘕、積聚、癥瘕、石癰、石疽等等。周代時設有瘍知專科,掌管腫瘍、潰瘍、

金瘍、折瘍等病。元代的丹溪心法中對癌症的病因及症候也有詳細描述。

到了明清時期即以癌症統稱惡性腫瘤[1, 2]。 

上所述及之各種名詞也不完全等同於現今之癌症，而中醫常常用症

候、症狀來描述癌症，如噎嗝、脅肋痛、鼓脹、陽黃、陰黃、嘔吐、黑痣、

尿血、便血等，而治療時即以八綱辯證、臟腑辯證、經絡辯證等臨床切入。

對於腫瘤，最重要的是當然要區分良性和惡性腫瘤；而中醫關於癌症的名

詞描述常無法區分是良性或惡性[3]，所以中醫在治療癌症時，須要有一些

西醫的診斷思維，尤其是西醫的病理分期，常是臨床診斷、治療追蹤的重

要依據。一般良性腫瘤長大比較慢、界線明顯跟周圍組織無沾黏、無轉移

性；而惡性腫瘤則相反，長大比較快、界線不明顯跟周圍組織有沾黏、有

轉移性。 

癌症生成的因素有很多是不明原因的，而有些是證明有相關的，如一

些物理因素輻射、放射、電磁輻射，飲食習慣如亞硝酸鹽、紅肉，感染如

人類乳突病毒，黃麴毒素等。中醫認為癌症生成的病機有很多理論，如呂

玉萍等認為痰、毒、瘀、虛是腫瘤發生發展過程中最常見的病理機制[1, 4]。 

認為癌症的發生機理包括正氣不足、邪氣聚之、陰陽失衡、情志內傷、
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癌基因理論等。胡凱文,衛月等也對良姓、惡性腫瘤作詮釋[3]，他們認為腫

瘤生長在機體的內部,所以腫瘤的陰陽消長也影響機體陰陽的偏勝或偏衰。

惡性腫瘤陰盛而陽亢,所以生長快且易於走竄,最耗氣血,即是所謂癌症;良性

腫瘤則陰盛而陽微, 生長較慢而倚伏不移,少傷到氣血,類似於前人所謂的積

證。他們也認為惡性腫瘤癌症有與五臟六腑血脈相連、易走竄、奪人氣血

等特点。 

西醫對於癌症是根據癌症的種類、分期而採取手術、化療、放療、免

疫或荷爾蒙等療法； 至於中醫藥治療癌症的原則乃臨症時視其病機、辯證

論治，而採取不同的治療原則。如駱建平[1]認為癌症的中醫學辨證論治重

點在扶正祛邪、對症治療、調七情。而何純陽[5]則強調食療,認為扶脾健胃、

增加胃氣使之氣化,是挽救癌病入于膏盲的法寶。 

而程德懷[2]認為癌症發生的內在原因是因為人體的正氣不足,氣血不

足，真元虛虧,而癌症發生的基本病機則是氣痰凝毒,聚滯血瘀。預防癌症的

重要原則要保養正氣,增強免疫力,調整精神情緒,飲食起居正常,保養脾胃。

章永紅教授[6]則點出虛與毒是癌症病機的關鍵,也提出扶正攻毒治療惡性

腫瘤的大法。吉林梅河口市中醫醫院張德發、楊曉嬌[7]認為中醫藥治療腫

瘤的特點在於強調整體觀念、減少放、化療和手術治療的副作用、對工作

影響較小、花費較低、副作用小。他們也研究中醫藥治療腫瘤的作用與機

制在於抗突變作用、染色體畸變、細胞毒殺作用、抑制腫瘤細胞增殖、誘

導細胞凋亡 、誘導腫瘤細胞分化、提高免疫功能、逆轉多藥耐藥性、抑制

腫瘤血管生長、抗氧化作用等。 

Osteosarcoma 骨肉瘤癌是最常見的原發性惡性骨腫瘤，在小孩子癌症

發生率約 2.4% 排名第八，約佔所有骨癌 20%。好發於長骨端，最常見於

脛骨、肱骨的上端或股骨的下端。死亡率極高，患病者一年死亡約 1/3。另

一個好發族群在老年人併有 Paget’s dis 或先前有 irradiation 者。 

約 90% 骨肉瘤癌病患接受 limb-salvage surgery。術前先做化療，術後

再看化療對骨肉瘤癌的治療效果，大於 90% 則繼續原來的治療藥物，不到

90%則更改化療藥物。化療藥物大多是合併有高劑量 methotrexate、

intra-arterial cisplatin , ifosfamide with mesna , adriamycin,BCD, etoposide, 

leucovorin rescue、MTP 等。跟其他癌症治療一樣，化療效果常常出現抗藥
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性與副作用，所以臨床醫師積極尋求安全性高、副作用低、有效的替代療

法。此時中藥常是被考慮到的選擇。 

基於前述中醫中藥治療癌症的原則，強調固本扶正氣，且骨骼肌肉系

統腫瘤優先考慮入肝、腎經之藥，所以本篇研究之治療藥物選擇補養藥、

入肝、腎經，溫補腎陽之藥 - 山茱萸。 

山茱萸是山茱萸科山茱萸屬的落葉小喬木、灌木植物山茱萸的果實。

主產於浙江、杭州、安徽等地。別名山萸肉、山萸、肉枣等。常用的處方

名為山萸肉、于肉、萸肉等。除了果實生用為生山萸肉外，常用的炮製法

為蒸法，乃是將生山萸肉蒸到呈暗紫褐色，然後再曬乾備用。另外的炮製

法也有酒山萸肉、炙山萸肉等。也有用果實皮入藥名為棗皮。 

山茱萸的組成成份眾多，而組成成份有很多運用於治療疾病。如其重

要成分之一沒食子酸，臨床之運用很廣，有抗氧化、抗感染、抗腫瘤等作

用。沒食子酸對許多腫瘤都有治療的效果，但其分子機轉未明。本實驗即

是嘗試探討山茱萸及其成份沒食子酸對人類骨肉瘤癌症的抗癌作用之機轉

及抑制轉移研究。 

因此本論文之研究目的主要在探討山茱萸水粗抽與其成份沒食子酸對

人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞株產生細胞凋亡及抑制細胞侵入轉移的機制。主

要是：(1) 探討山茱萸水粗抽對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞株之細胞凋亡及

細胞轉移相關路徑的影響。(2) 探討沒食子酸對人類骨肉瘤癌(U-2 OS)細

胞株之轉移相關路徑的影響。由實驗數據結果顯示，山茱萸水粗抽與沒食

子酸對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞株之離體試驗可引起細胞凋亡機制及抑制

細胞轉移的情形。因此，在未來進一步研究，山茱萸水粗抽與沒食子酸可

能用於治療人類骨肉瘤癌上。 
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第二章 文獻探討 

 

中醫藥用於治療疾病由來已久，在沒有現代西醫的時代，對照顧人類

的健康，延續人類的生命有其極大的貢獻地位。即使西方醫學日益發達，

中醫藥仍有其存在的意義與價值。中醫藥乃經由辯證論治，選取適當的中

藥治療病患。中藥中有一大部分是植物而藥用植物中含有許多的有效組成

成分，而這些組成成分中在生物體內亦具有不同之作用。所以傳統中醫藥

治療疾病就是利用這些中草藥所具有的各種不同組成成分配伍。根據行政

院衛生署統計，惡性腫瘤至 101 年止，近 30 年來始終居於國人十大死因之

首。而現今西方醫學的治療惡性腫瘤方法主要可分為手術切除腫瘤、化學

藥物治療、放射線治療、賀爾蒙療法以及免疫療法。開刀雖然可立即將腫

瘤切除，但有時病患身體狀況不適開刀，且手術也無法完全根除癌細胞，

常常需要加上其他輔助療法。而輔助療法中，臨床上使用的化療藥物或放

射線治療常具有極大的副作用，在治療期間常常有噁心、嘔吐、掉髮等症

狀，也容易因為病患的免疫力下降而造成病人容易遭受感染。且在抑制腫

瘤細胞生長的同時，也會影響到體內的正常細胞。因此許多替代療法就有

其必要性。中醫藥因其安全性、副作用少廣受大家的接受。近年來由許多

研究、探討，使用天然中草藥來做為治療惡性腫瘤的補充替代療法，已有

許多種中草藥粗抽物或其組成成分呈現出相當不錯的抗癌效果[8-10]，例如

太平洋紫杉醇(Taxol)，文獻指出其對於治療乳癌[11]、攝護腺癌[12]已具相

當好的效果。中醫藥經過數千年的應證，證明確有一定的療效，但其治病

機理在現今之西方科學有些無法驗證。近年來因藥理、生化及分子醫學的

進步使得中草藥的作用及療效不但在臨床應用上更能獲得驗證肯定，對於

中醫藥的作用機轉也有更多的探討與實證，在此基礎上也累積了許多治療

之法則與實證醫學，使得中醫藥除了有效、安全性高副作用少以外，更多

了實證醫學的驗證，可預見中醫藥的臨床運用會更蓬勃發展，尤其在與西

醫做互補搭配上，如治療惡性腫瘤，中藥的輔助效果，甚至是當主角都有

不錯的效果。 

本論文之研究目的主要在探討山茱萸水粗抽與其成份沒食子酸對人類

骨肉瘤(U-2 OS)細胞株產生細胞凋亡及抑制癌細胞侵入轉移的機制。山茱
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萸性味甘、酸，微溫。入肝、腎經。《神農本草經》:「主心下邪氣，寒熱，

溫中，逐寒濕痹，去三蟲。」 《湯液本草》：「滑則氣脫，澀劑所以收之，

山茱萸止小便利，秘精氣，取其味酸澀以收滑之。」《藥性論》：「止月

水不定，補腎氣，興陰道，添精髓，療耳鳴。」  

山茱萸的成分複雜，主要含有沒食子酸(gallic acid)、鞣質如山茱萸鞣質

1、2、3（cornus tannin l，2，3）、番木鱉酐（loganin）、莫羅忍冬酐（morroniside）、

山茱萸酐、皂酐、維生素等。而山茱萸常用來治療許多疾病如泌尿系統、

過敏，結核、肝炎、慢性腎炎，筋骨痠痛、氣喘等[13, 14] 。而有些研究顯

示山茱萸在動物實驗中有抗高血糖、抗微生物的功能。在老鼠動物實驗中

對由放射線引起的皮膚損傷，山茱萸也有保護作用[15-24]。 

山茱萸富含 (Gallic acid)，沒食子酸(Gallic acid)是一種有機酸，是多酚

類化合物，很多自然界的植物都含有沒食子酸。沒食子酸有抗氧化的功能，

可增強許多維生素的抗氧化作用[25, 26]。另外沒食子酸也有抗微生物、抗

感染的作用[27, 28]。許多文獻顯示沒食子酸有抗腫瘤的作用，能促使人類

血癌[29, 30]、乳癌[31, 32]、大腸腺癌[33]、肺癌細胞凋亡[34, 35]；能抑制

攝護腺癌細胞分裂[36, 37]、對人類胃癌細胞也有抑制作用[38, 39]。 

骨腫瘤是由骨骼肌肉系統長出的腫瘤，由組織病理特性可大略分為良

性與惡性。惡性腫瘤由生長源可分為原發性及續發性(轉移性)骨癌兩大類。

原發性骨骼肌肉系統惡性腫瘤，如軟骨肉瘤（Chondrosarcoma）、惡性骨肉

瘤（Osteosarcoma）、依汶氏肉瘤（Ewing's sarcoma）、巨大細胞瘤 (Giant cell 

tumor)、纖維肉瘤（Fibrosarcoma）等等。原發性骨骼肌肉系統惡性腫瘤通

常發生在年紀較輕或是小孩身上。因為骨骼肌肉系統在發育的過程當中，

細胞不斷分化、成長、自然凋亡的過程中，如果遇到致癌因子，則分化過

程出問題，分化過與不及都可能會產生出癌細胞。續發性或轉移性及多發

性骨癌則常見於年紀較長者，因為其他癌症常發生於中年以後，由原發性

癌症轉移到骨骼肌肉系統者也常常是年紀較大者。各種癌症都有可能會轉

移到骨骼肌肉系統，比較常見的有肝癌、肺癌、攝護腺癌、乳癌[40, 41]。 

引起原發性骨骼肌肉系統惡性腫瘤的原因包括放射線、遺傳基因缺

陷、病毒感染或不明原因。由於放射線會有致癌之風險，所以癌症在做放

射治療時的保護措施就很重要。先天性遺傳基因缺陷在原發性骨骼肌肉系
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統惡性腫瘤、甚至是其他腫瘤生成的原因也扮演重要的角色，所以基因提

早篩檢、診斷是未來努力的方向。骨骼肌肉系統惡性腫瘤像其他腫瘤一樣

經常在癌症初期，病患本身症狀並不明顯，直到癌細胞腫瘤浸潤到肌肉、

骨骼，出現明顯的症狀疼痛後，檢查之下才知腫瘤已生成或癌細胞已經擴

散了[42]。骨骼肌肉系統惡性腫瘤的治療方法，最主要還是以外科手術切除

為主，依據腫瘤部位開刀截除患部，必要時人工植入物或人工關節置入。

術後依據組織病理分期，再輔以化學藥物治療、放射療法或荷爾蒙療法。

由於醫學的進步，許多輔助替代療法的加入，骨骼肌肉系統惡性腫瘤的預

後大為改善，經治療後的五年存活率已由過去的百分之十五到二十提高到

百分之六十到七十 [43, 44]。 

在生物界，為了保持生物族群恆定性，就不免有生、老、病、死的過

程。微觀如細胞亦是如此，比如因其重要性，在生物演化中被保留下來的

一種細胞程序性死亡(Programmed cell death, PCD)就是一種自然的調節機

制。為保持生物族群演化的恆定性，有些細胞免不了走向死亡、凋亡的地

步，而細胞的死亡方式最主要有兩種：一個是細胞凋亡(Apoptosis)，另一個

是細胞壞死(Necrosis)。其中細胞凋亡(Apoptosis)一字乃來自於希臘語文，

有死亡、墜落之涵意。死亡是生物演化的調節機制，細胞的生長(growth)

和分化 (differentiation)過程是照一定的程序在進行，過與不及都可能造成

病變。細胞進行到凋亡或壞死，所形成碎裂的細胞片段或凋亡小體馬上被

附近的吞噬細胞分解、清除吃掉。在人類胚胎發育過程中，一些因為演化

而廢退的器官、組織也會由細胞進行凋亡而消失或萎縮。因此細胞凋亡或

細胞壞死有助於維持生物體演化的恆定性 (homeostasis)的功用[45-47]。引

起細胞凋亡的途徑主要分為外在路徑 (Extrinsic pathway)、內在路徑 

(Intrinsic pathway)及內質網壓力系統 (Endoplasmic reticulum stress, ER 

stress)[48, 49]。當細胞受到外在環境變化影響時，內質網或粒線體就會因應

變化而產生反應，像是刺激內質網因應壓力反應而釋出鈣離子傳導訊息 

(Ca2+ signaling),改變蛋白質體的生物活性,甚至進而造成細胞死亡[50]；粒線

體膜的穩定性跟細胞的凋亡很有相關性,粒線體膜的滲透性(permeability)的

主要調控者為Bcl-2 family protein; Bcl-2家族包括BH1、BH2、BH3、BH4,

皆含有Bcl-2 homology（BH）domains.在細胞凋亡時, Bcl-2 family protein會
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改變粒線體膜的滲透性,釋放凋亡相關因子(apoptogenic factors)如

cytochrome c、Smac/Diablo到細胞質,而cytochrome c也會經由caspase 路徑

活化細胞凋亡相關蛋白而促使細胞死亡;也會釋放 AIF、Endo-G等轉位到細

胞核,而引起細胞核的變化.[51]也有研究提出Bcl-2 family protein如何調控

粒線體膜的滲透性的機制 ,乃是經由活化BH3-only proteins或是經由結合活

性BAX和BAK[52].由上可知,細胞凋亡中Bcl-2 family protein乃是粒線體路

徑的最主要調控者. Bcl-2 family protein在調控細胞凋亡時可分為抑制細胞

凋亡（anti-apoptosis）和促進細胞凋亡（pro-apoptosis）[53]。具有抑制細胞

凋亡作用的包括bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w, adenovirus E1B 19K, EBV 

BHRF1, Ced-9等。能促進細胞凋亡因子包括：Bim、Bad、Bid、Bax、Bak、

Nbk/Bik1, Bcl-xs等，這些因子在細胞走向凋亡時，會移轉到粒線體,改變粒

線體膜的通透性,降低粒線體膜電位差,促使細胞凋亡；抑制細胞凋亡因子

包括：Bcl-XL,Bcl-2、Bcl-w, Ced-9、Mcl-1等，這些因子可穩定粒線體膜的

通透性，抑制cytochrome c釋放,抑制AIF、Endo-G等轉位釋放.Bcl-2 family 

protein除了經由粒線體路徑來調控細胞凋亡,也可經由內質網壓力系統 

( Endoplasmic reticulum stress, ER stress )來調控鈣離子傳導訊息 (Ca2+ 

signaling)的釋出,進而促進細胞凋亡或抑制細胞凋亡[54]. 

細胞凋亡若是走外在路徑(extrinsic pathway),就是其細胞膜上的Death 

receptors (如Fas, TNF receptor, DR4 和 DR3..),和其相對應之ligands 相結合

後,將訊息帶入細胞中,傳遞給caspase-dependent pathway,活化caspases,再造

成細胞凋亡. 最典型得例子為Fas與Fas Ligand (FasL)的結合,訊息傳遞入細

胞中,活化Caspase-8,Caspase-3，再造成細胞凋亡.[55]。 

研究顯示，有些藥物會活化Caspase-8、促使Bid分解 (BID cleavage)抑

制Bcl-2，再增加Cytochrome c釋放，最後造成細胞凋亡。亦即內在路徑、

外在路徑、粒線體路徑皆參予其中[56, 57]。 

此機制可藉由磷酸化 eIF2轉譯因子的　次單元以抑制蛋白質的轉

譯。另外，也可透過活化ATF6及IRE1的下游路徑提高ER-resident 

chaperones，如GRP78/BiP、GRP94等基因在轉錄層次上的活性，增加此類

蛋白質在細胞內的含量，以協助蛋白質折疊，進而舒緩內質網壓力。 

內質網功能最主要是幫助摺疊蛋白質成為穩定的結構合成蛋白質，此
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，

功能最主要在粗超糙內質網(rough ER)進行。而ER stress response 可被視為

內質網因應細胞外在環境改變而調整ER capacity的自我調節機制 [58]。有

些研究指出，腫瘤細胞內部因為缺乏養分和氧氣，使細胞的內質網聚集大

量折疊錯誤(misfolding)或折疊不完全的蛋白質，會產生所謂的內質網壓力

(ER stress)，內質網壓力過大時會引起細胞死亡，所以此時就要啟動細胞的

存活保護機制，改變一些基因表現和訊息傳遞來紓解此壓力，即所謂未折

疊蛋白質反應 unfolded protein response (UPR)。參與UPR的包括提高

GRP78/BiP、GRP94等基因的活性，活化inositol requiring enzyme 1 (IRE-1)

和activating transcription factor-6 (ATF-6)的下游路徑，活化PKR-like ER 

kinase (PERK) [59]。可想而知，腫瘤細胞應該比一般正常細胞承受更大的

內質網壓力，所以治療腫瘤的藥物就可從抑制保護癌細胞的unfolded protein 

response (UPR)著眼，甚至也可讓內質網壓力繼續增加而最終引起癌細胞無

法承受而凋亡。也可以促使內質網內鈣離子的釋放，再增加粒線體釋放 

Cytochrome c，而使得細胞凋亡[60]。 

有許多研究顯示癌細胞轉移、matrix metalloproteinase（MMPs）與

extracelluer matrix degrdation等很有相關性[61, 62]。癌細胞要進行侵入

（invasion）和轉移（metastasis）去其他器官組織時，MMPs就會由癌細胞

釋放出來，將細胞外基質degradation，以利癌細胞轉移[63-69]。MMPs的合

成剛開始是不具活性的（inactive zymogens），等到受其調控因子MMPs 

inhibitor作用後，才視情況上調或下調其蛋白質的活性，以調控對細胞移動

與轉移之影響[70-72],而臨床上也有依此原理而做出MMPs inhibitor drugs，

但有些效果仍不明確[73]。MMPs 除了與腫瘤轉移有關外，也與血管新生、

胚胎發育、傷口癒合等有關。而其調控機制在tissue inhibitors of 

metalloproteinases（TIMPs），TIMPs直接與MMPs結合，而達到調控抑制

MMPs活性的作用[74, 75]。因而TIMPs和MMPs的相關比例就可決定該癌細

胞的轉移傾向，甚至可用來預估癌症的組織侵入深度，做為治療前或治療

後的一些後續治療決策參考，當然外來致癌因子也是要考量的因素

[76-82]。MMPs能分解extracellular matrix而促進癌細胞入侵轉移組織之外

也能調節整個腫瘤組織的生長與分化，有些MMPs與生長因子、接受器

（Receptors）或其他調節生長的蛋白有關係。例如在大腸直腸癌的預後評
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th 

l 

中

細胞

估中，MMP – 14 與alpha-5-beta 1-integrin 的表現有關[83] 。在子宮內膜增

生中，(MMP)-2 、-9 和 vascular endothelial growth factors (VEGF) 與微循

環的增加有關連[84] ； MMP-3 能裂解釋出heparin-binding epidermal grow

factor（HB-EGF），造成它由細胞釋出，在女性的生殖器官演化中也能與

CD44 協同作用[85,86]。MMP-2、7、9 在angiogenesis中與vascular endothelia

growth factor（VEGF）的釋放有相關[87-89]。很多MMPs已經證實和乳癌、

大腸直腸癌、肝癌中的EGF receptor有關[90-94]。綜上所述，MMPs與腫瘤

的生長、轉移入侵組織有相關，但因每一種癌細胞之特性不同，有些分化

生長（proliferation）快速，有些易轉移入侵(migration and invasion)正常組

織，有些血管增生快速，易由血循轉移。所以不同癌細胞，就有不同的MMPs

活性增加。許多MMPs在某些癌症中發現，例如MMP-11 被報導其量在肺癌

（lung cancer）、大腸癌（colon cancer）和乳癌（breast cancer）中大量上升，

但在non-Hodgkin’s lymphomas則沒有增加[95]。MMP-8、9 在大腸直腸癌

增加[96, 97]。MMP-1 在乳癌（breast cancer）[98, 99]和腦癌（brain cancer）

[100, 101]中大量上升，但在攝護腺癌（prostate cancer）中則較少發現[102]，

而攝護腺癌則與MMP- 2、9、14 較相關[103-105]。因此針對不同的 癌

而檢測其MMPs的活性，可應用於研究抑制腫瘤生長與轉移。所以本論文是

在探討山茱萸水粗抽及其成分沒食子酸在離體試驗（in vitro）中是否也具

有抗骨肉瘤癌的作用，研究山茱萸水粗抽及其成分沒食子酸之所以導致細

胞死亡與抑制細胞轉移方式的相關分子傳遞訊息機轉，進一步探討山茱萸

水粗抽與沒食子酸在離體試驗（in vitro）內的抗癌作用機轉。 
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第三章  材料與方法 

3.1 實驗流程 

本實驗是在探討山茱萸水粗抽誘導人類骨肉瘤(U-2 OS)產生細胞死亡

的相關分子傳遞訊息機轉；也研究山茱萸水粗抽與其組成份沒食子酸誘導

人類骨肉瘤(U-2 OS)產生細胞死亡與抑制細胞轉移方式的相關分子傳遞訊

息機轉。 

實驗進行流程簡略如圖 3.1 所示： 
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圖 3.1 實驗進行流程簡略 

 



 

11 

3.2  藥物、細胞株來源與製備 

3.2.1  山茱萸備製 

本實驗山茱萸抽提程序：取藥材 100 g，放入三角瓶中，加入 500 mL 去

離子水，之後靜置 24 小時，時時震搖。抽氣過濾，收集萃取液，將藥材再

置於三角瓶中，加入 500 mL 去離子水，再靜置 24 小時，時時震搖，合併

兩次濾液，減壓濃縮到乾為止。以水煎煮後，以減壓濃縮抽乾，製成浸膏。 (關

於浸膏的溶解度事宜，用 DMSO 無法溶解，用無菌水即可，還可以做浸膏

的沒食子酸 HPLC 含量測定)。 

 

3.2.2  沒食子酸購買與配製 

沒食子酸標準品化合物，購自 Sigma-Aldrich comp.，先以 DMSO 為溶

劑配製一管濃度較高(100 mM)的庫存液(stock solution)，以利之後的不同濃

度之配製。 

3.2.3  細胞株購買來源與培養 

本實驗使用之細胞株 U-2 OS 為人類骨肉瘤細胞細胞株 (Human bone 

osteosarcoma cells)，由新竹食品工業研究所 (Food Industry Research and 

Development Institute) 購得，然後加以培養再用於所有實驗。 

細胞株的培養方法是以人類骨肉瘤U-2 OS細胞，培養在90% McCoy’s 

5A培養基，培養基含10% FBS (Fetal bovine serum) 、100 unit/mL 

streptomycin 、100 Units/mL penicillin與2 mM L-glutamine。此細胞再依個

別實驗需要培養10公分細胞培養皿、24-well與96-well細胞培養盤(well plates)

及75-cm²與25-cm²細胞培養瓶中，並置於溫度37°C、5% CO2、相對溼度95 

%的無菌培養箱中培養。再以trypan blue染色，用血球計數盤計算活細胞數

目及存活率(countess Automated Cell Counter)，並控制繼代的細胞數在2-5 × 

105 cells/ml [106]。然後加以培養再用於所有實驗使用[107]。 

 

3.3  實驗中使用的方法 

3.3.1  細胞形態(morphology)之探討 

人類骨肉瘤U-2 OS細胞種植於12-well plate中，以不同濃度之山茱萸水

粗抽或沒食子酸處理後，以倒立顯微鏡觀察並照相，照相時的視野以對準
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培養盤的中央孔為主，比較其形態上的改變以確認其細胞是否有受毒殺

[106, 108]。 

 

3.3.2  細胞存活率(viability)之分析 

將人類骨肉瘤U-2 OS細胞 (1×104 cells/ml) 置於12-well細胞培養皿

中，分別以不同濃度之山茱萸水粗抽或沒食子酸處理，培養24及48小時後，

收集細胞後，經PI染色以流式細胞儀檢測細胞存活率的情形[107, 109]。 

 

3.3.3  細胞週期與凋亡之分析 

人類骨肉瘤U-2 OS細胞 (2.5 ×105 cells/mL )培養於12-well之培養皿

中，分別加入不同濃度的山茱萸水粗抽或沒食子酸處理，細胞置於37°C、

5% CO2、溼度95%之細胞培養箱中培養。收集細胞加入含Hypotonic PI溶

液，利用流式細胞儀(波長488 nm的argon ion laser)分析G0/G1, S, and G2/ M 

phase細胞週期的分布與凋亡之變化，結果以Cell Quest軟體分析計算[107, 

109]。 

 

3.3.4  彗星試驗 (Comet assay)  

將人類骨肉瘤U-2 OS細胞 (1×104 cells/ml) 置於12-well細胞培養皿

中，分別以不同濃度之山茱萸水粗抽或沒食子酸處理，再以4μM of hydrogen 

peroxide (H2O2) 為 positive control group,離心收集人類骨肉瘤U-2 OS細胞

懸浮液至1.5 ml離心管。使細胞懸浮液終體積為300 μl，磨砂載玻片再加入

NMA (normal melting agarose) 與85 μl LMA (low melting agarose)於載玻片

上，取10 μl細胞懸浮液混合 75 μl LMA加到第一層膠上再蓋上蓋玻片。同

時配置 Lysis buffer (100 mM Na2EDTA、10 mM Tris、2.5 M NaCl與1% Triton 

X-100)，將蓋玻片拿掉並置於Lysis buffer中一小時。準備電泳槽並加入

Alkaline buffer (0.3 M NaOH與1 mM Na2EDTA)置於冰上。將玻片以1×PBS

洗滌後，置於alkaline buffer中 20分鐘，再進行DNA電泳30分鐘，取出玻片

並以二次水洗滌後，置於Neutral buffer (0.4 M Tris)。然後置放在甲醇中脫

水，再加入PI (4 μg/mL)染色，於螢光顯微鏡下觀察彗星尾巴拖尾程度。拖

尾程度越嚴重代表DNA損傷愈嚴重，用Comet Score software (Tritek Corp)
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來定量。亦即分別比較不同濃度之山茱萸水粗抽或沒食子酸處理對細胞之

DNA有不同程度的傷害[108, 109]。 

 

3.3.5  細胞型態分析及凋亡細胞測定-DAPI染色 

人類骨肉瘤U-2 OS細胞分別以不同濃度之山茱萸水粗抽或沒食子酸處

理後，再以4 μM of hydrogen peroxide (H2O2) 為 positive control group.用倒

立型相位差顯微鏡觀察細胞外型morphology之變化，收集細胞，以1× PBS

洗滌後，加入4% formal dehyde固定細胞。根據In stiu cell death detection kit 

(Roche Diagnostics, Fishers, IN, USA)廠商實驗步驟guidline，進行DNA雙股

末端斷裂損壞之偵測。加入4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)螢光染劑，

於室溫下避免光反應，充分洗淨後，再以倒立螢光顯微鏡觀察細胞核變化

[107]。核濃染表示DNA有破壞。  

 

3.3.6  活性氧化物質(ROS)、粒線體膜電位(m)及鈣離子(Ca2+)分析 

分別加入山茱萸水粗抽或沒食子酸處理，收集人類骨肉瘤U-2 OS細

胞，因不同實驗，re-suspended 在 500 μl的H2DCF-DA (10 μM)測ROS,用500 

μl的DiOC6 (1 μmol/l) 測ΔΨm,以及500 μl的Fluo-3/AM (2.5 μg/ml)測

intracellular Ca2+，染劑反應30分鐘後，離心後以流式細胞儀分析[110]。 

 

3.3.7  西方墨點法(Western Blot)分析 

3.3.7.1  測試細胞週期和細胞凋亡相關蛋白 

將人類骨肉瘤U-2 OS細胞以5×105 cells/well 的密度種植在6孔培養盤

上，用2500 μg/mL 山茱萸水粗抽處理0, 6, 12, 24, and 48 小時後，加入lysis 

buffer(40 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA,120 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol, 

0.1% NP-40)。緩衝液抽取全細胞蛋白質。細胞混合液用超音波震碎細胞二

次，每次持續約5秒，接著用100°C沸水煮5-10分鐘，離心(13000 rpm，10

分鐘)後收集上清液，並測量蛋白質濃度。各取30μg與SDS樣本緩衝溶液混

合，利用SDS-PAGE(10% Tris-glycine-SDS-polyacrylamide) 展開後，轉移蛋

白質到nitrocellulose membrane PVDF膜上。加入primary antibodies 如(A) 

caspase-3, caspase-9, Bax, cytochrome c, Bcl-2, Bcl-X, Bid, (B) GRP78, AIF, 
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Endo G, COX4,caspase-12, Calpain 1, XIAP, ATF-6α, (C) FasL, XBP-1, 

TRAIL, PARP, (D) p-p53, p21, p27, p16, Chk2, b-actin。每一個樣本染色、清

洗、再以secondary antibody 染色，再做enhanced chemiluminescence(NEN 

Life Science Products, Boston, MA) 。 

 

3.3.7.2 人類骨肉瘤細胞移動和轉移侵入(migration and invasion)的相關蛋白

研究  

將人類骨肉瘤U-2 OS細胞以1x106 cells/well 的密度種植在6孔培養盤

上，用500μg/mL 山茱萸水粗抽處理0, 6, 12, 24, and 48 小時後，若是gallic 

acid 則是20或40μM (對照組單純使用溶劑DMSO)，收集細胞，用pH 7.4

的ice-cold 50 mM potassium phosphate做緩衝溶液(含有 2 mM EDTA 和 

0.1% Triton X-100)。離心(13,000 rpm，10分鐘) 後收集上清液，並測量蛋白

質濃度。轉移蛋白質到nitrocellulose membrane膜上。再用對各種蛋白質具

專一性的初級抗體來辨識各蛋白質，如 anti-FAK, PKC, SOS1, MKK7, 

MEKK3, GRB2, NF-κB p65, COX-2, HIF-1α, PI3K, GRB2, Rho A, ROCK-1, 

IRE-1α, p-JNK1/2, p-ERK1/2, p-p38, Ras, p-PERK, MMP-2, MMP-9 和 

VEGF,再清洗，再與 secondary antibody反應後，再用 enhanced 

chemiluminescence reagent (Amersham Biosciences ECLTM)偵測。成像用 

NIH Image analyzer (NIH, Bethesda, MD)分析[107, 111]。 

  

3.3.8  Caspases之活性分析 

以山茱萸水粗抽或沒食子酸處理人類骨肉瘤U-2 OS細胞經不同時間

點，收集細胞後用1×PBS清洗細胞，加入50 μl of 10 μM substrate solution 

caspases-3、-8、-9染劑分別為PhiPhiLux-G1D2、CaspaLux -L1D2和CaspaLux 

-M1D2，於37°C中避光反應1小時後，再以1X PBS洗滌，以流式細胞儀分析

檢測[107, 108]。 

 

3.3.9  免疫螢光抗體染色與共軛焦顯微鏡檢測蛋白質轉位 

人類骨肉瘤U-2 OS細胞分別加入山茱萸水粗抽或沒食子酸處理後，以

甲醇固定後，加入0.1% Triton-X 100 於PBS 20分鐘後，加入2% BSA 以阻
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斷non-specific binding sites。再加入檢測AIF, Endo G, cytochrome c 和 

GADD153 (green fluorescence)所需一級抗體(1：100稀釋使用)隔夜後，加入

含有螢光Fluorescein isothiocyanate (FITC-conjugated goat anti-mouse IgG at 

1:100 dilution)之二級抗體後，並以DNA核酸染劑或是Mitotracker(red 

fluorescence)進行核或是粒線體染色，並以共軛焦顯微鏡(Leica TCS SP2 

Confocal Spectral Microscope)觀察蛋白質轉位的現象[107, 108]。 

 

3.3.10  即時定量PCR基因表現分析(Real-time PCR of MMP-2 and -9 mRNA 

expressions) 

人類骨肉瘤癌細胞放在 6-well plates，且用沒食子酸處理 24 小時，收

集細胞，萃取出total RNA，RNA樣本在 42°C reverse-transcribed 30 分鐘 (用 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 遵循 protocol of the supplier 

(Applied Biosystems, Foster City,CA, USA). 本實驗所用的primers如表 3.1 所

述。使用的系統為Biosystems 7300 Real-Time PCR system。檢測基因表現量

用comparative CT (threshold cycle) method，即Real-Time PCR測產物開始合

成(cycle number, Ct值)，基因表含量越高，則產物越早被合成，cycle number

越前面，則Ct值越低。用Ct 值便可比較出何者基因的表現量高。由Ct值可

以計算出同一樣品的基因與 β-actin表現之Ct 值差異，也就是計算ΔCt。ΔCt 

的數值相差 1，則兩檢體間該基因的表現量相差 2 倍，基因表現量差異為

2-(ΔΔCt) [108, 109]。 
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表 3.1 本實驗用於PCR analysis 的primers 

 

Primer name Primer sequence 

homo MMP2-F CCCCAGACAGGTGATCTTGAC 

homo MMP2-R GCTTGCGAGGGAAGAAGTTG 

homo MMP7-F GGATGGTAGCAGTCTAGGGATTAACT 

homo MMP7-R AGGTTGGATACATCACTGCATTAGG 

homo MMP9-F CGCTGGGCTTAGATCATTCC 

homo MMP9-R AGGTTGGATACATCACTGCATTAGG 

homo GAPDH-F ACACCCACTCCTCCACCTTT 

homo GAPDH-R TAGCCAAATTCGTTGTCATACC 

  

 

 

3.3.11 細胞移動能力試驗(Would healing assay) 

細胞移動能力試驗是用傷口癒合(Would healing assay)模型來呈現。將

U-2 OS 以 5×105 cells/well 的密度種植在 6 孔培養盤上，待貼盤後，以 200 

μL Tip micropipette tip筆直的在孔盤中製造傷痕，再以PBS洗三次，洗去刮

除的細胞，再將培養基換為 1% FBS 的McCoy’s培養基培養，並加入不同濃

度的山茱萸水粗抽或沒食子酸，在不同時間點以倒立顯微鏡觀察紀錄及照

像細胞生長狀態。 

 

3.3.12  基質金屬蛋白酶(Matrix metalloproteinases, MMPs) 活性測定- 

Gelatin gel zymographic assay 

將以山茱萸水粗抽或沒食子酸處理的人類骨肉瘤癌細胞(5x105 

cells/well)培養基上清液取出 5μl加上 5μl追蹤染劑，re-suspended 在 non 

reducing loading buffer中，於 37oC下水浴 15 分鐘。將樣品注入以含有

0.1%Gelatin之 10％ SDS-PAGE膠進行電泳分析(110 volt，60 分鐘)，電泳後

以re-naturing buffer 2.5％ Triton-X 100 洗去追蹤染劑，並以developing buffer 
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, 

(50 mM Tris-HCl (pH 7.8) 10 mM CaCl2, 150 mM NaCl) 37oC培養 16 小時。

再以CBR(Coomassie Brilliant Blue R 250)染色，並以退染劑 (30% methanol

10% acetic acid) 退染，再掃描膠片觀察白色區塊。 

 

3.3.13 細胞侵襲(Invasion)及轉移(Migration)能力測定 

用Matrigel Cell Migration Assay 和 Invasion System來表示、研究細胞

的轉移、移動能力[112, 113]。細胞的移動能力是用transwell (BD Biosciences, 

Franklin Lakes, New Jersey, USA) cell culture chambers (8 mm pore size; 

Millipore, Billerica, Massachusetts, USA).人類骨肉瘤癌細胞放在serum-free 

medium 24小時，再trypsinized 後再將細胞放在 serum-free McCoy’s 5A 

medium coating， 然後置入transwell insert (5 x104 cells/well) 的 upper 

chamber上。再加入山茱萸水粗抽或沒食子酸，將10% FBS 加入lower 

chamber 靜置24到48 hours。去除upper chamber的未移動細胞。而lower 

chamber的移動細胞用4% formaldehyde固定，在2% ethanol用2%crystal violet

染色，再用200倍的顯微鏡記數細胞數及照像。而Invasion assay同上，只是

filter membrane 改用BioCoat Matrigel invasion kit的Matrigel coating。  

 

3.3.14  AKT、IκB kinase (IKK)和PKC激酶測定(AKT, IjB kinase (IKK) and 

PKC using in vitro kinase assay) 

   使用peptide substrates, 包括 KGSGS GRPRTSSFAEG測AKT1，  

KKKKERLLDDRHDSGLDSMKDEE 測 IKKa/CHUK 以及 Histone H1 和

lipid activator 測 PKCa， 於 base reaction 緩衝溶液 (20 mM HEPES, pH 

7.5,10 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.02% Brij35, 0.02 mg/ml BSA, 0.1 mM 

Na3VO4, 2mM DTT 和 1% DMSO)中，所有實驗步驟依照 guidline 

(Reaction Biology Corp., Malvern, PA, USA). 加入 cofactors (1.5 mM CaCl2, 

16 μg/ml Calmodulin,和 2 mM MnCl2)。再加入不同濃度的沒食子酸(5, 10, 20, 

40 and 80 μM in DMSO).常溫下 120 分鐘，反應物放到 P81 離子交換紙 

(Whatman #3698–915, Maidstone, England,United Kingdom) ，filter 用 0.1% 

phosphoric acid 洗滌並計算。 
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3.3.15 統計分析 

結果以平均值±標準差 (mean ± SD)顯示實驗結果，使用 Student’s t-test 

來比較實驗組與對照組之統計差異。以 p 值小於 0.05 時認定為有統計上意

義，以＊表示；p 值小於 0.01 時，以＊＊表示；p 值小於 0.001  

時，以＊＊＊表示。
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                       第四章 結果 

 

4.1 山茱萸水粗抽使人類骨肉瘤細胞凋亡 

 

4.1.1 山茱萸水粗抽對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞生長之影響 

人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞經不同濃度(250, 500, 1000, 1250, 2000, 2500

和 3000 μg/ml)山茱萸水粗抽處理後，以流式細胞儀與 PI 染色評估山茱萸水

粗抽對 U-2 OS 細胞活性抑制的作用。從加藥 48 小時開始，結果顯示，山

茱萸水粗抽毒殺細胞的效果，是隨其濃度(250, 500, 1000, 1250, 2000, 2500

和 3000 μg/ml）增加而漸強。數據以三重覆求得平均值與標準差(圖 4.1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1 人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞經山茱萸水粗抽處理後之細胞活性 
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4.1.2 山茱萸水粗抽對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞週期之影響 

   利用流式細胞儀分析細胞內 DNA 含量，藉以判斷細胞週期的分布。當

U-2 OS 細胞以不同濃度(0, 100, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 

3500 and 4000 μg/ml)的山茱萸水粗抽誘導後，DNA 含量可由流式細胞儀圖

譜觀察到，不同濃度山茱萸水粗抽處理 48 小時後，sub-G1 期會增加，也經

由不同時間點觀察，也有相同的情形。因此，推斷山茱萸水粗抽具有誘導

U-2 OS 產生細胞凋亡的能力。U-2 OS 細胞經山茱萸水粗抽處理 48 小時後，

以流式細胞儀檢測細胞週期分析，發現有凋亡細胞(sub-G1 phase)出現(圖

4.2)。 

 

4.1.3 檢測山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞株引起 DNA 受損的情形 

山茱萸水粗抽以不同濃度(0, 500, 1000, 1500, 2500 and 4000 μg/ml)處理

U-2 OS 細胞，經 48 小時後，收集細胞，利用慧星試驗(Comet assay)及 DAPI

染色情形，觀察細胞受損的情形，在慧星試驗(Comet assay)中可以觀察到，

隨著濃度的增加，細胞拖尾的情形愈明顯(圖 4.3)；而 DAPI 染色中隨著濃

度的增加，可以觀察到細胞核有凝集的現象(圖 4.4)。 

 

4.1.4 檢測山茱萸水粗抽對U-2 OS細胞株引起ROS產生,鈣離子釋放(Ca2+)和

降低粒線體膜電位(mitochondrial membrane potential, ΔΨm)分析與檢測 

山茱萸水粗抽以 2500 μg/ml濃度處理U-2 OS細胞，經不同時間之後，

收集細胞，檢測ROS、levels of ΔΨm  和Ca2+  各以DCFH-DA, DiOC6   和

Indo 1/AM為螢光染劑染色，經過流式細胞儀檢測實驗得知，ROS、Ca2+在

細胞內的表現量經過山茱萸水粗抽處理後，在時間越久有釋放情形(圖

4.5A、C)。膜電位在分子探針在細胞內的表現量，經過不同時間測 6, 12, 24

和 48 小時後，有下降情形(圖 4.5C)。數據以三重覆求得平均值與標準差，

並以student’s t-test統計分析，*p<0.05 為有統計意義。 
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圖 4.2 山茱萸水粗抽對人類骨肉瘤細胞週期之影響 

   山茱萸水粗抽影響 U-2 OS 細胞週期分布與凋亡細胞(sub-G1 phase) 

分布，0 小時處理為對照組，*p <0.05 為統計上有意義。 
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圖 4.3 Comet assay 檢測 DNA 受損的情形 

Comet assay 檢測山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞株引起 DNA 受損的情形，

隨著濃度的增加，細胞拖尾的情形愈明顯，0 小時處理為對照組，*p <0.05

為統計上有意義。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4  DAPI 染色檢測 DNA 受損的情形 

DAPI 染色檢測山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞株引起 DNA 受損的情

形，隨著濃度的增加，細胞核濃染的情形愈明顯，0 小時處理為對照組，*p 

<0.05 為統計上有意義。 
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圖 4.5 ROS產生,鈣離子釋放(Ca2+)和降低粒線體膜電位 

檢測山茱萸水粗抽對U-2 OS細胞株引起ROS產生,鈣離子釋放(Ca2+)和

降低粒線體膜電位(mitochondrial membrane potential, ΔΨm)分析與檢測 

 

4.1.5檢測山茱萸水粗抽對U-2 OS細胞Caspase-3, Caspase-8, Caspase-9活性

的影響 

人類骨肉瘤癌細胞先用 caspase-3, -8 和 -9 的 inhibitors 先處理，再用

2500 μg/ml 的山茱萸水粗抽處理，收集細胞染色(caspase-3, caspase-8，和 

caapase-9 各用 PhiPhiLux-G1D1, CaspaLux-L1D2 和 CaspaLux- M1D2)，再

用流式細胞儀檢測 caspase-3, -8 和 -9 的活性與細胞的活性。由圖 4.6，以

及圖 4.7 加入 caspase inhibitor(caspase-3 的 inhibitor 為

Z-DEVD-FMK ,caspase-8 的 inhibitor 為 Z-IETD-FMK,caspase-9 的 inhibitor

為 Z-LEHD-FMK,pan-caspase inhibitor 為 Z-VAD-FMK)的結果得知，山茱萸

水粗抽可以增加 caspase-3, caspase-8，和 caapase-9 的活性；加入 caspase 

inhibitor 後，山茱萸水粗抽處理細胞活性又增加。由此可知 caspase-3, 

caspase-8，和 caapase-9 確實參與影響山茱萸水粗抽處理人類骨肉瘤癌細胞

的凋亡。       
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圖 4.6 Caspase-3, Caspase-8, Caspase-9 活性的影響 

檢測山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞 Caspase-3, Caspase-8, Caspase-9 活性

的影響。求平均值與標準差，並以統計分析*p<0.05 為有統計意義。 
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圖 4.7 加入 Caspase inhibitor 

檢測山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞 Caspase-3, Caspase-8, Caspase-9 活性

的影響(加入 caspase inhibitor)。求平均值與標準差，並以統計分析*p<0.05

為有統計意義。(0 小時處理為對照組) 

 

4.1.6 檢測山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞株藉由西方點墨法分析細胞凋亡相

關蛋白活性檢測 

山茱萸水粗抽以濃度2500 μg/ml處理U-2 OS細胞，經6, 12, 24和48小時

之後，收集細胞，以西方點墨法檢測得知，細胞經山茱萸水粗抽處理後，

對caspase-3, caspase-9, Bax, cytochrome c, GRP78, AIF, ATF-6α, Fas, TRAIL, 

p21, p27, p16等protein level 有up-regulated的作用。(圖4.8)  
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圖 4.8 細胞周期停滯與細胞凋亡相關蛋白活性檢測 

山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞株藉由西方點墨法分析影響細胞週期停

滯與細胞凋亡相關蛋白活性檢測 
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4.1.7 檢測山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞株以免疫螢光染色檢測 AIF、 Endo 

G、cytochrome c 和 GADD153 蛋白釋放轉位情形 

檢測是否 AIF, Endo G, cytochrome c 和 GADD153 有參與山茱萸水粗

抽造成 U-2 OS 細胞凋亡,我們用山茱萸水粗抽以濃度 2500 μg/ml 處理 U-2 

OS 細胞，經 48 小時之後，收集細胞，以免疫螢光染色檢測,發現 AIF, Endo 

G, cytochrome c 和 GADD153 有蛋白釋放轉位情形,與對照組比較,在細胞

質中皆有增加的情形(圖 4.9 ~12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.9 檢測 AIF 蛋白釋放轉位情形 

山茱萸水粗抽對U-2 OS細胞株以免疫螢光染色檢測AIF蛋白釋放轉位情形 
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圖 4.10 檢測 Endo G 蛋白釋放轉位情形 

山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞株以免疫螢光染色檢測 Endo G 蛋白釋放轉位

情形 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.11 檢測 GADD153 蛋白釋放轉位情形 

山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞株以免疫螢光染色檢測 GADD153 蛋白釋放轉

位情形 
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圖 4.12 檢測 cytochrome c 蛋白釋放轉位情形 

山茱萸水粗抽對 U-2 OS 細胞株以免疫螢光染色檢測 cytochrome c 蛋白釋

放轉位情形 

 

4.2 山茱萸水粗抽對人類骨肉瘤細胞株抑制轉移 

 

4.2.1 山茱萸水粗抽對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞活性的影響  

對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞用不同濃度的山茱萸水粗抽處理(0, 50, 100, 

250, 500 and 750 μg/ml) 24和48 小時,再用流式細胞儀檢測人類骨肉瘤(U-2 

OS)細胞活性，結果呈現在圖4.13，發現山茱萸水粗抽在濃度500μg/ml以前，

抑制細胞活性的效果不明顯。      
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圖4.13 山茱萸水粗抽對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞活性的影響 

山茱萸水粗抽對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞活性的影響.與對照組比較,並

以統計分析*p<0.05為有統計意義。 

 

4.2.2 山茱萸水粗抽抑制 U-2 OS 細胞移動的實驗 

本實驗以 Wound Healing assay 觀察細胞經低濃度 (0, 250 和 500 

μg/ml )山茱萸水粗抽，經 24 及 48 小時處理後對人類骨肉瘤癌細胞移動能

力之影響。使用較低濃度藥物主要是為了避免濃度太高可能會導致細胞死

亡，而影響本實驗的判讀結果。實驗結果發現，在濃度 250 g/ml及 500 g/ml

時山茱萸水粗抽均有抑制 U-2 OS 細胞移動的效果，且此效果與時間、劑量

成正相關(圖 4.14)。 
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圖4.14 抑制U-2 OS細胞移動的實驗 (Wound Healing assay) 

山茱萸水粗抽抑制U-2 OS細胞移動的實驗 (Wound Healing assay)  

 

4.2.3山茱萸水粗抽抑制U-2 OS人類骨肉瘤癌細胞移動與轉移侵入(migration 

and invasion)的實驗 

為檢測山茱萸水粗抽對人類骨肉瘤癌細胞移動與轉移侵入能力之影

響，我們將細胞經不同濃度 (0, 250 和 500 μg/ml )山茱萸水粗抽，經24及

48小時處理後，置入 Millicell chambers(如果是細胞移動的實驗用uncoated 

filter；轉移侵入的實驗用 matrigel-coated filters).實驗結果呈現在圖4.15、

4.16。圖4.15顯示山茱萸水粗抽明顯抑制人類骨肉瘤癌細胞移動的能力。圖

4.16 顯示山茱萸水粗抽明顯抑制人類骨肉瘤癌細胞轉移侵入的能力。而此

兩項效果與時間、劑量成正相關。 
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圖4.15 抑制U-2 OS細胞移動的實驗結果 

山茱萸水粗抽抑制U-2 OS人類骨肉瘤癌細胞移動的實驗結果。通過

filter的細胞用crystal violet染色、照相計數。用Student’s t test分析，實驗組

與對照組比較,差異有統計意義 (*p<0.05)。  
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圖4.16 抑制U-2 OS細胞轉移侵入的實驗結果 

山茱萸水粗抽抑制U-2 OS人類骨肉瘤癌細胞轉移侵入的實驗結果。通

過filter的細胞用crystal violet染色、照相計數。用Student’s t test分析，實驗

組與對照組比較,差異有統計意義 (*p<0.05)。 

4.2.4 山茱萸水粗抽抑制 U-2 OS 人類骨肉瘤癌細胞 MMP-2、MMP-9 的活性

的實驗 — gelatin zymography. 

用 gelatin zymography 來進行山茱萸水粗抽抑制 U-2 OS 人類骨肉瘤癌

細胞 MMP-2、MMP-9 的活性的實驗，因為癌細胞轉移時需要基質金屬蛋

白酶 (Matrix metalloproteinases)來分解細胞間質 (ECM)，細胞間質分解

後，癌細胞才能轉移出去。利用 MMP-2、MMP-9 會分解 gelatin 的特性，

MMP-2、MMP-9 活性愈強所分解的 gelatin 就會較多，依 SDS-PAGE 上被

分解的白色區塊，來判斷 MMPs 的活性強弱。實驗結果發現，細胞在各種

濃度山茱萸水粗抽誘導後，可明顯看到 MMP-9 與 MMP-2 的活性均被抑制

(圖 4.17)。可見 MMP-2、MMP-9 在 U-2 OS 人類骨肉瘤癌細胞中，被山茱

萸水粗抽 down-regulated。  
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圖4.17  抑制U-2 OS MMP-2、MMP-9的活性的實驗結果 

山茱萸水粗抽抑制U-2 OS人類骨肉瘤癌細胞MMP-2、MMP-9的活性的

實驗結果。(用densitometric analysis)  

 

4.2.5山茱萸水粗抽影響U-2 OS人類骨肉瘤癌細胞移動與轉移侵入(migration 

and invasion)相關蛋白的實驗結果  

此實驗是用Immuno-staining和Western blotting西方墨點法來研究癌細

胞移動與轉移侵入的相關蛋白，結果呈現在圖4.18、4.19。人類骨肉瘤癌細

胞用山茱萸水粗抽處理24小時後，用Immuno-staining 得知NF-κB p65, Rho 

A 和 ROCK-1等蛋白在細胞質中皆被山茱萸水粗抽抑制(圖4.18)。在

Western blotting西方墨點法得知，相關蛋白如FAK, PKC, SOS1, MKK7, 

MEKK3, GRB2 (圖4.19A), NF-κB p65, COX-2, HIF-1α, PI3K, GRB2, Rho A, 

ROCK-1, IRE-1α (圖4.19B), p-JNK1/2, p-ERK1/2, p-p38, Ras, p-PERK (圖

4.19C), MMP-2, MMP-9 and VEGF (圖4.19D)等，在山茱萸水粗抽處理的細

胞都比對照組低。  
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圖4.18  U-2 OS細胞移動與轉移侵入相關蛋白 

山茱萸水粗抽影響U-2 OS人類骨肉瘤癌細胞移動與轉移侵入(migration 

and invasion)相關蛋白NF-κB p65, Rho A 和 ROCK-1表現的實驗結果。 
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 (C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   圖4.18 (續)  

 

4.3 沒食子酸對人類骨肉瘤細胞株抑制轉移 

 

4.3.1 沒食子酸(Gallic acid)對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞活性與細胞數目之影

響 

人類骨肉瘤細胞用各種濃度沒食子酸(5, 10, 20 和 40μM)處理24 和 

48小時.收集細胞，用PI exclusion 和流式細胞儀檢測細胞活性。將細胞用

trypan blue染色，再用Countess Automated Cell Counter (Invitrogen)來計算細

胞數目.圖4.20A 顯示用40μM 沒食子酸處理人類骨肉瘤細胞時，細胞活性

有下降 (與對照組比較在24和48小時各為86% 和78%. p< 0.05 )。圖4.20B顯

示用40μM 沒食子酸處理人類骨肉瘤細胞時，比較0-小時處理的對照組，

細胞數目有下降(p < 0.05)。 
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圖4.19  Western blotting檢測移動與轉移侵入相關蛋白 

用Western blotting方法檢測山茱萸水粗抽影響U-2 OS人類骨肉瘤癌細

胞移動與轉移侵入(migration and invasion)相關蛋白表現的實驗結果。所檢

測的蛋白如下:FAK, PKC, SOS1, MKK7, MEKK3, GRB2 (A), NF-κB p65, 

COX-2, HIF-1α, PI3K, Rho A, ROCK-1 (B), p-JNK1/2, p-ERK1/2, p-p38, Ras, 

p-PERK (C), MMP-2, MMP-9 和 VEGF (D)。  
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圖4.20. 沒食子酸對U-2 OS細胞活性與細胞數目之影響 

沒食子酸(Gallic acid)對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞活性與細胞數目之影

響。(A) 細胞活性的下降 (B)細胞數目的下降。    

 

4.3.2 檢測沒食子酸 (Gallic acid)對人類骨肉瘤 (U-2 OS) 細胞移動 

(Migration)及細胞轉移侵入(Invasion)的影響 

本實驗以 Boyden chamber assay 觀察細胞移動的情形，以沒食子酸，經

24 及 48 小時誘導後對人類骨肉瘤(U-2 OS) 細胞移動及侵入能力之影響。

實驗結果發現，在濃度 20 M 及 40 M 時沒食子酸均可抑制 U-2 OS 細胞

移動及侵入的能力 (圖 4.21) 。圖 4.21 A 為 migration assay 實驗結果發現，

在濃度 20 M 及 40 M 時沒食子酸有抑制細胞移動的能地。而圖 4.21B 數

據量化為用濃度 20 M 及 40 M 的沒食子酸處理，其抑制率分別為 40–

84% 和 60–92%。圖 4.21C 為 invasion assay 實驗結果發現，對照組在沒

有沒食子酸存在時，人類骨肉瘤(U-2 OS) 細胞會由 upper chamber 跑到

lower chamber。再有沒食子酸存在時，此種 invasion 會被抑制。其抑制率
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在濃度 20 M 及 40 M 的沒食子酸處理時，其抑制率分別為 60–90% 和 

66–94%。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖4.21 沒食子酸對U-2 OS細胞移動及轉移侵入的影響 

檢測沒食子酸(Gallic acid)對人類骨肉瘤(U-2 OS) 細胞移動 (Migration)

及細胞轉移侵入(Invasion)的影響。A、B 為migration assay。C、D為 invasion 

assay 。 

 

4.3.3 基質金屬蛋白酶(Matrix metalloproteinases, MMPs) 活性測定- Gelatin 

gel zymographic assay 

癌細胞轉移時需要基質金屬蛋白酶 (Matrix metalloproteinases)來分解

細胞間質 (ECM)，利用MMP-2、MMP-9會分解gelatin的特性，進行gelatin 

zymography試驗，活性強所分解的gelatin就會較多，依SDS-PAGE上被分解
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的白色區塊，來判斷MMPs的活性強弱。實驗結果發現，細胞在濃度10、20、

30及40 M的沒食子酸誘導24和48小時後，可明顯看到MMP-9與MMP-2的

活性均被抑制(圖4.22)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖4.22  MMPs活性測定 

基質金屬蛋白酶(Matrix metalloproteinases, MMPs) 活性測定。實驗結

果發現，細胞在濃度10、20、30及40 M的沒食子酸誘導24和48小時後，可

明顯看到MMP-9與MMP-2的活性均被抑制。MMP-9與MMP-2的活性由NIH 

ImageJ 軟體量化。實驗各做三次求其平均值與標準差。 

 

4.3.4 檢測沒食子酸對 U-2 OS 細胞株藉由西方點墨法分析細胞轉移相關蛋

白活性檢測 

沒食子酸以濃度20及40 μM處理人類骨肉瘤(U-2 OS) 細胞，經24小時

之後，收集細胞，以西方點墨法檢測得知，人類骨肉瘤細胞經沒食子酸處

理後，一些轉移相關蛋白活性被抑制。如 GRB2, PI3K, AKT, PKC, NF-jB 

p65 (圖4.23 A), p38,ERK1/2, JNK, MMP-2, MMP-9 (圖4.23 B), p-p38, 

p-ERK1/2 and p-JNK (圖4.23 C)。ERK signaling 可up-regulate  MMPs的表

現；而沒食子酸可抑制ERK1/2 (圖4.23 B), p-ERK1/2 (圖4.23C) 和 

AKT/PKB (圖4.23A), 可知沒食子酸可抑制人類骨肉瘤(U-2 OS) 細胞的

ERK 和 PI3K/AKT signaling pathways 。 

p38, JNK, ERK1/2 和 PI3K/AKT 與蛋白質磷酸化有關，由圖4.23C 得

知沒食子酸可抑制人類骨肉瘤(U-2 OS) 細胞的p-p38, p-ERK1/2 和 
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p-JNK 。由圖4.23D 得知沒食子酸可抑制人類骨肉瘤(U-2 OS) 細胞MMP-2 

和 MMP-9的mRNA表現，且與濃度成正相關。而此又由圖4.22 的gelatin 

zymographic 和 Western blotting analyses 確認。綜上所述我們可說沒食子

酸可抑制人類骨肉瘤(U-2 OS) 細胞MMP-2 和 MMP-9的蛋白質和mRNA

的level表現 。 

 

4.3.5 . 沒食子酸(Gallic acid)影響人類骨肉瘤(U-2 OS) 細胞AKT/PKB、IKK

及PKC激酶活性下降之表現 

U-2 OS細胞經不同濃度沒食子酸(0、5、10、20、40和80 μM)處理6小

時後，收集細胞，以kinase assay檢測沒食子酸對AKT/PKB、IKK及PKC激

酶活性的表現結果呈現在圖4.24。當沒食子酸在濃度為10, 20, 40 and 80μM

時會抑制AKT/PKB活性(圖4.24A). 當沒食子酸在濃度為20, 40 and 80μM

時會抑制IKK活性(圖4.24B), 當沒食子酸在濃度為5,10, 20, 40 and 80μM時

會抑制PKC活性(圖4.24C).。 
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圖4.23 . 沒食子酸對U-2 OS轉移相關蛋白活性和基因表現檢測 

沒食子酸對U-2 OS細胞轉移相關蛋白活性和基因表現檢測。我們用

SDS–PAGE 和 Western blotting檢測(A) GRB2, PI3K, AKT, PKC, NF-jB 

p65, (B) p38, ERK1/2, JNK, MMP-2, MMP-9, (C) p-p38, p-ERK1/2 和 

p-JNK 。 (D) 圖中我們測MMP-2, -7, -9 的基因level 表現，做三次求其平

均值 ± 標準差， p < 0.05 為統計有意義。 
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圖4.24  U-2 OS細胞株AKT、IKK及PKC激酶活性下降之表現 

沒食子酸(Gallic acid)影響U-2 OS細胞株AKT、IKK及PKC激酶活性下

降之表現。不同濃度沒食子酸(0、5、10、20、40和80 μM)處理人類骨肉瘤

(U-2 OS) 細胞後，檢測AKT/PKB (A),IKK (B)和 PKC (C)的活性做三次實驗

求其平均值 ± 標準差， p < 0.05 為統計有意義。 
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綜合以上所述，我們提出沒食子酸(Gallic acid)可能抑制 U-2 OS 細胞

株細胞轉移的機轉(圖 4.25)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.25 沒食子酸(Gallic acid)可能抑制 U-2 OS 細胞株細胞轉移的機轉 
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第五章 討論 

 

由山茱萸治療過的U-2 OS 細胞，我們有如下發現 : 1) 山茱萸水萃抽

物引起U-2 OS 細胞的毒殺作用，且隨著濃度越高，效用越強。(圖4.1); 2) 山

茱萸水萃抽物造成U-2 OS 細胞的DNA damage 與細胞核濃染，且隨著濃度

越高，效用越強。(圖4.3 、4.4); 3) 山茱萸水萃抽物造成U-2 OS 細胞 G0/G1 

arrest, sug-G1 phase (細胞凋亡) (圖4.2) 此現象是由DAPI staining呈現的 

(圖4.4); 4) 由流式細胞儀可見山茱萸水萃抽物促使ROS和 Ca2+ 的產生增

加，同時也使粒線體的膜電位差(ΔΨm)下降 (圖4.5); 5) 山茱萸水萃抽物

caspase-3, -8 and -9 的活性增加(圖4.6、4.7); 6) 由Western blotting 可發現山

茱萸水萃抽物造成一些protein levels的增加如caspase-3, caspase-9, Bax, 

cytochrome c, GRP78, AIF, ATF-6α, Fas, TRAIL, p21, p27, p16而這些蛋白質

的增加也促使細胞週期 G0/G1 arrest 與細胞凋亡 (圖4.8)。 

如果一種藥物能造成癌細胞凋亡，則此藥物就有可能用來作為治療癌

症的藥物[114]. 細胞凋亡包括外在和內在路徑( extrinsic and intrinsic 

pathways) [115-117], 外在路徑包括 specific ligand 、surface receptors 

(CD95/Fas), tumor necrosis factor (TNF) 和death receptors,而內在路徑是經

由DNA damage, cellular distress, hypoxia 和 cytotoxic agents等的作用 [116, 

118, 119]. 近年來也有其他路徑的發現，如endoplasmic reticulum (ER) stress 

pathway，此路徑是經由粒線體和內質網的交互作用( interaction between the 

mitochondria and ER) [120-124]. 再本研究中，我們用flow cytometry assay 

發現山茱萸水萃抽物促使U-2 OS cells的ROS和 Ca2+ 的產生增加，同時也

使粒線體的膜電位差(ΔΨm)下降(圖4.5) 在許多實驗顯示，ROS在癌細胞的

凋亡初期扮演重要的角色[125, 126]. 如果一種藥物能使癌細胞粒線體的膜

電位差(ΔΨm)下降, 則此藥物就能經由mitochondria-dependent pathway促使

粒線體生成釋放AIF, Endo G，再經由caspase-independent pathway [127-130] 

造成癌細胞的凋亡。如此一來山茱萸水萃抽物造成U-2 OS癌細胞的凋亡經

由的路徑包括caspase-dependent 和 caspase-independent pathways 。再者，

由我們的研究顯示山茱萸水萃抽物增加 pro-apoptotic protein BAX (圖4.8), 

減少 anti-apoptotic protein XIAP (圖4.8). 而Bax/Bcl-2的比率與粒線體的膜
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電位差(ΔΨm)有關，Bax/Bcl-2的比率的改變也決定癌細胞走向凋亡或存

活。[131-135]. 許多研究顯示，位於粒線體膜上的Bax, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-2,

和 Bid 可改變粒線體膜的通透性，使caspases activation而造成細胞凋亡 

[136]. 我們的研究顯示山茱萸水萃抽物促使U-2 OS cells的ROS和 Ca2+ 的

產生增加，同時也使粒線體的膜電位差(ΔΨm)下降而促使U-2 OS細胞凋

亡。抗癌藥物促進癌細胞的ROS generation造成粒線體損傷、癌細胞死亡，

所以 ROS的作用可視為一種apoptotic signaling molecule [137, 138]. 

許多研究顯示山茱萸水萃抽物能引起細胞毒殺作用而造成細胞數目減

少.而有些報告山茱萸水萃抽物有抗癌作用[23, 139, 140]. 然而山茱萸水萃

抽物對細胞的移動和轉移的功能和機轉並不清楚。所以我們也做了山茱萸

水萃抽物抑制人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞移動(圖4.14)和轉移侵入(圖4.15 、 

4.16) 的研究。我們用wound healing assay和 Millicell chambers (uncoated或

matrigel-coated)來做細胞移動和轉移侵入的實驗，結果顯示山茱萸水萃抽物

對人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞的移動和轉移侵入有抑制作用 (圖4.14、4.15、

4.16)。另外我們用gelatin zymography assay發現，山茱萸水萃抽物也抑制 

MMP-2 和 -9 的活性(圖4.17).而此兩種蛋白(MMP-2, -9)在癌細胞的移動

和轉移侵入上扮演重要的角色 [141]。也有很多研究報告MMP家族跟腫瘤

癌細胞移動和轉移侵入、以及腫瘤的轉移有相關[112, 113, 141, 142]。我們

用Western blotting assay來做蛋白質level的檢測，我們發現山茱萸水萃抽物

能抑制MMP-2 and -9的蛋白質體表現。我們也發現山茱萸水萃抽物能抑制

人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞的FAK level和其下游調控的一些kinases如

ERK1/2、JNK 和p38等。有些研究顯示FAK/Src signaling能促進細胞的移動

和轉移侵入所以與腫瘤的轉移也有相關[143, 144]。由這些結果得知山茱萸

水萃抽物能經由調控FAK/Src和ERK1/2來抑制人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞的轉

移。有其他報告如果腫瘤細胞活化其FAK (Tyr 397)/Src (Tyr 416)，就可以

將活化的訊號往下傳遞，如PI-3K/AKT 和 Ras/ERK1/2 cascades；而在我們

的實驗中，山茱萸水萃抽物可以抑制PI-3K。在加上如圖4.18 所示，山茱萸

水萃抽物也可以使NF-κB下降，所以我們認為山茱萸水萃抽物能夠抑制

MMP-2和-9的活性是經由ERK1/2MAPK 和 NF-κB 兩個訊息傳遞路徑。
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當然需要更多的研究來做佐證。 

另外在圖4.19我們又發現山茱萸水萃抽物可由抑制growth factor 

receptor-bound protein 2 (GRB2), FAK, Src和 Rho，再向下調控抑制MMP-2

和-9的活性。此種調控是因為藉由產生FAK/Src complex，使Src能夠磷酸化

FAK，再影響到與GRB2的交互作用，進而活化Ras-ERK signaling pathway 

[145]。而對Rho蛋白的調控也跟腫瘤細胞的轉移有關[146]。由此可見山茱

萸水萃抽物能夠有效的抑制人類骨肉瘤(U-2 OS)細胞內的ERK/Rho訊息傳

遞。 

既然發現山茱萸水萃抽物對U-2 OS cells有抗癌作用，所以我們繼續探

討其主成分gallic acid的抗癌與抑制腫瘤轉移的能力。腫瘤轉移是經由一系

列的步驟，包括血管新生,細胞attachment, invasion, migration 和細胞 

proliferation,而其調控機轉是複雜的[147].許多研究也努力發展抑制轉移的

藥物，但這些抑制轉移的藥物的效果常是不明確的[147]。  

在正常的骨頭中，matrix會被degraded 並且會被新的matrix取代，此過

程是藉由骨骼的degradation 和 synthesis協調平衡維持[148] 。 此過程也需

要一些proteolytic enzymes如matrix metalloproteinases (MMPs)[149]. Krupitza 

et等發現gallic acid對於lymphendothelial cells (LECs) gap formation沒有作

用，且對cell migration 也沒有影響[150] . 本實驗中，我們使用Boyden 

chamber assay來量化human osteogenic sarcoma U-2 OS 細胞的 migratory 

potential，以探討GA對於癌細胞的抗轉移機轉。結果發現GA在in vitro 中可

抑制U-2 OS細胞的migration 和invasion ability(圖4.21).由我們的實驗結果

得知，GA可經由抑制人類骨肉瘤癌細胞的migration和invasion而有抗癌的作

用。 

MMPs 在腫瘤的血管新生、轉移和刺激ECM分泌釋出生長因子等方面

都扮演重要的角色[151, 152].許多實驗驗證抑制MMP的基因表現或是酵素

的活性，即可達到預防腫瘤轉移的效果[153].有些報告也發現MMP-2 

(72-kDa gelatinase A) 和 MMP-9 (92-kDa gelatinase B)也和癌細胞的

invasive metastatic potential有關。近來也發現MMP-2 和 MMP-9存在人類骨

肉瘤癌細胞[154, 155].因為GA抑制人類骨肉瘤癌細胞的migration 和 
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invasion，所以我們認為gallic acid 有抑制腫瘤轉移的效果。以下的一些發

現可支持上述說法，首先，gallic acid 可抑制人類骨肉瘤癌細胞內MMP-2 和 

MMP-9的蛋白質活性(圖4.22)，而MMP-2 和 MMP-9對extracellular matrix

有degradation的能力，也影響到癌細胞的migration 和 invasion [153]. 另外

沒食子酸也抑制MMP-2 and -9的mRNA levels (圖4.23). 再者, 沒食子酸能

直接抑制 MMP-2 和 MMP-9 的 protein levels (圖4.23).最後沒食子酸也抑

制 ERK1/2 的levels，而ERK1/2在促使腫瘤invasion和 metastasis的ERK 

signaling pathway扮演key molecules的重要角色。本實驗中gallic acid 也使

AKT and JNK的protein levels下降(圖4.23). 大部分的integrins 活化MAPK 

和 PI3K，也造成AKT/PKB的活化[148, 153, 156].我們先用JNK inhibitor 

(SP600125)預處理人類骨肉瘤癌細胞，再加入沒食仔酸，而造成MMP-2 and 

MMP-9 protein levels的下降.我們也發現gallic acid 抑制 AKT/PKB, IKK 和 

PKC的levels (圖4.24) 而這些與MMP-2 和 MMP-9 mRNA levels、protein 

levels(圖4.23) 的抑制有關。上述這些結果都顯示gallic acid 有減少人類骨

肉瘤癌細胞migration的效果。 

為了更清楚呈現沒食子酸的抑制癌細胞invasion 和 migration的效果，

我們用gelatin zymography assay來偵測人類骨肉瘤癌細胞內MMP-2 和

MMP-9的活性。結果顯示gallic acid 對MMP-2 和MMP-9的活性有

down-regulated的效果，且是dose-dependent。此結果證明gallic acid 的抑制

腫瘤轉移的效果，與抑制人類骨肉瘤癌細胞轉移的enzymatically degradative 

processes有關。(圖4.23). 本篇實驗顯示如果gallic acid 釋放到骨骼組織的濃

度介於20到40 IM，就有預防骨癌細胞轉移的效果。      

本篇研究結果發現，沒食子酸降低PI3K, AKT/PKB, NF-jB, MMP-2 和 

MMP-9等的protein levesl。而PI3K的活化刺激調控AKT/PKB，而AKT/PKB

扮演多種重要的角色，包括cell invasion[157]  . 沒食子酸也抑制AKT/PKB 

的活性(圖4.24)且也降低人類骨肉瘤癌細胞內的PKC, p38 和 JNK的levels 

(圖4.23). 許多報告顯示PKC的活化能造成蛋白質translocation到細胞膜，再

經由MAPK 和 PI3K signaling pathways來調控一些transcription factors 如 

NF-κB 或 Sp-1，由此來影響MMP-9的表現[158, 159]. Gallic acid 抑制 

PKC的活性(圖4.24)，因此控制NF-κB以調控PI3K/AKT and MAPK (ERK1/2, 
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p38 and JNK) pathways，此也會參予沒食子酸對 MMP-2 and -9 expression

的抑制和人類骨肉瘤癌細胞的invasion.也有些研究顯示PI3K活化刺激調控

AKT/PKB，此機轉也扮演一些重要的角色，包括cell invasion [160, 161].有

些研究報告發現活化ERK 和 AKT/PKB 也會造成 endometrial cancer 的

生成[159].由以上這些研究發現沒食子酸有多重抗腫瘤轉移的功能，且有

cytotoxic effect.因此未來可研發為骨癌的抗癌、抗轉移藥物。        
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第六章 結論 

 

山茱萸水萃抽物經由細胞週期G0/G1 arrest、細胞凋亡，而造成人類骨

肉瘤癌細胞的毒殺作用。而其作用機轉可由粒線體的dysfunction 以活化

caspase-9 和 caspase-3; 也可促使粒線體釋出AIF 和 Endo G; 或是造成

caspase-8活化而引起細胞凋亡; 或是經由ROS 的生成引起細胞凋亡。除此

之外, 山茱萸水萃抽物也可以抑制人類骨肉瘤癌細胞的移動和侵入,其機轉

主要是藉由調控FAK, PKC, SOS1, MKK7, MEKK3, GRB2, NF-κB p65, 

COX-2, HIF-1α, PI3K, GRB2, Rho A, ROCK-1, IRE-1α, p-JNK1/2, p-ERK1/2, 

p-p38, Ras, p-PERK 和 VEGF的表現，再進一步抑制人類骨肉瘤癌細胞內

MMP-2 和 MMP-9的活性和蛋白質體的表現. 

山茱萸水萃抽物富含沒食子酸gallic acid ，而由本篇研究得知沒食子酸

能有效地抑制人類骨肉瘤癌細胞的 migration 和 invasion，也驗證其作用的

分子機轉 。gallic acid  抑制 AKT/PKB, IKK 和 PKC 的活性，且隨著濃

度越高效果越強 。可能的 signaling pathways 描述在圖4.25， 沒食子酸抑

制人類骨肉瘤癌細胞的 migration 和 invasion的機轉可能經由下調PKC, 

阻斷MAPK, PI3K/AKT 和 NF-κB pathways，造成抑制 MMP-2 and 

MMP-9 的結果 。 

綜上所述，在離體試驗(in vitro)中，山茱萸水萃抽物及其成份沒食子酸

對人類骨肉瘤癌細胞有細胞毒殺作用、抑制細胞生長、抑制癌細胞轉移侵

入。將來進一步研究考量做生體試驗(in vivo)，做動物試驗、甚至人體試驗，

以驗證山茱萸是否可做為治療人類骨肉瘤癌的新選擇方向。 
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A b s t r a c t 

Crude extract of Corni Fructus (CECF) have been used as Traditional 

Chinese medicine for treatment of variable dieases since long times ago. This 

study was to investigate the cytotoxic effects and associated mechanisms of 

CECF on U-2 OS human osteosarcoma cells. Our results demonstrated that 

CECF  induced apoptosis in U-2 OS cells via ROS-modulated 

caspase-dependent and -independent pathways. 

 Cancer metastasis is a multifactorial disease which complicates the 

treatments .In the present study, we investigated the inhibition of migration and 

invasion of CECF and it’s constituent - gallic acid (GA) on U-2 OS human 

osteosarcoma cells. We found that CECF significant inhibiting the migration 

and invasion of U-2 OS human osteosarcoma cells by regulating FAK, PKC, 

SOS1, MKK7, MEKK3, GRB2, NF-κB p65, COX-2, HIF-1α, PI3K, GRB2, 

Rho A, ROCK-1, IRE-1α, p-JNK1/2, p-ERK1/2, p-p38, Ras, p-PERK and 

VEGF expression and inhibition of MMP-2 and -9 activities and protein 

expression. We investigated the mechanisms for the inhibition of migration and 

invasion of GA on human steosarcoma U-2 OS cells. Proteins level were 

examined via Western blotting,and the activities of AKT, IKK and PKC  were 

examined by in vitro kinase assay. We also examined the mRNA levels of 

MMP-2 and MMP-9 by real-time PCR. These results suggest that potential 

signaling pathways of GA-inhibited migration and invasion in U-2 OS cells may 
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be due to down-regulation of PKC, inhibition of mitogen-activated protein 

kinase (MAPK) and PI3K/AKT, resulting in inhibition of MMP-2 and MMP-9 

expressions.  

     In conclusion, Crude extract of Corni Fructus (CECF) and Its constituent - 

gallic acid (GA) preserve the cytotoxic and anti-metastatic effects on U-2 OS 

human osteosarcoma cells. So we believe that the CFCE perhaps contains the 

capability of anti-cancer effects,and could be considered as a new strategy for 

anti-cancer treatment on U-2 OS human osteosarcoma cells. 
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