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前言 

肺癌為世界前十大死因之ㄧ，亦是國內死亡原因排名前一、二名。其中以非小型細胞肺癌

約佔 80%，而小型細胞肺癌為 20% (1)。罹患肺癌之病患存活率低於五年為所有癌症當中最低。

其主要原因為發現肺癌時已進入癌症末期，以致治療效果不彰。但值得注意的是早期肺癌病患

存活率亦不高 (2)。故研究肺癌之預防或治療仍是一大挑戰，因此尋找並鑑定出有助於早期診

斷之有效的腫瘤標記以及發展快速診斷方法成為其中重要研究範疇之一。 

人類基因解碼計畫完成後，基因體提供了對癌症多方面的研究途徑，以了解細胞癌化過程

可能之機制，以利發展新治療癌症之策略。然而基因體學之研究仍是不足的。科學家研究發現

細胞的功能皆表現於蛋白質層次上，且 DNA 及 RNA 皆需要透過蛋白質之修飾及協助以執行其

功能，因此由基因體學進入蛋白質體學。蛋白質體學常用於研究之技術包括二維電泳技術

(IEF-PAGE)及質譜技術(Mass)，提供大量且快速方式用以尋找與疾病相關之蛋白質(3)。 

文獻回顧 

過去已有研究團隊利用蛋白質體學進行癌症相關研究。Chen et al. (4)利用蛋白質體技術發

現四種蛋白質負責調控 gluconeogenesis 及 glycolysis 且與細胞存活有相關性。此外 Chen et al

亦利用相同技術發現三種蛋白質可作為癌症 marker，其中 thymosin-beta 4 與癌細胞之增生有

相關，而 small ubiquitin related modifier-2 則與 carcinogenesis 有關(5)。於乳癌方面有研究團

隊成功建立乳癌蛋白質圖譜預測癌細胞是否轉移至 lymph node (6)。另一方面亦有利用蛋白質

體技術發現candidate protein與乳癌之distant recurrence有關，且可作為抗藥性之marker (7)。

肺癌方面，有研究報告利用蛋白質體技術於具有肺癌小鼠模組中發現可作為肺癌早期診斷之

marker (8)，但僅適用於小鼠並不適用於人體診斷用。此外更有研究團隊利用二維電泳技術研究

人類肺癌病理組織，分析組織病理學上不同種類之肺癌細胞，發現不同組織病理類型細胞亦有

不同的蛋白質表現圖譜。更發現專一性蛋白質僅出現在原發性肺腺癌  (primary lung 

adenocarcinomas) (9)。本計劃先導試驗中亦利用相同技術分析發現在七株非小型細胞肺癌細胞

株中 invasion 及 migration 能力高之細胞株含有兩種顯著之蛋白質，其一為 Galectin-1、其二為

Cytochrome c oxidase subunit Va (COX Va)，Galectin-1 在先前研究中已被證明與癌細胞之

metastasis 有關(10, 11)，而 COX Va 並無研究指出與癌細胞轉移相關，此為本實驗是首次發現，

並將利用本計劃進一步證明與非小型細胞肺癌轉移相關。 



Cytochrome c oxidase 為呼吸作用中電子傳遞鏈最終酵素，包含有十三種 subunit 其中三

種 subunit 由粒線體 DNA 所轉譯出，包含四個氧化還原中心(CuA, Heme a, heme a3 and CuB) 

(12, 13)，另十種 subunit 由細胞核所轉譯且部份具有組織專一性(tissue specific)，在先前研究

中指出此 subunit 越多則增加呼吸作用調節酵素之複雜程度，在呼吸作用之調節有兩種調節機制 

(14)。一、為 ADP 刺激 ATP 合成導致粒線體內外膜電位差增加，進而抑制呼吸作用。二、為

ATP/ADP 比率非利用電位差不同調控，當 ATP/ADP 比率增加時抑制 Cytochrome c oxidase 活

性。此外呼吸作用亦可由 hormone 所控制，Soboll et al. 利用單株抗體證明 3,5-diiodothyronine 

(T2)能直接與 COX Va 結合，而抑制 allosteric ATP inhibition (14, 15)。T2 在先前研究中已被證

實在 thyroid hormone 能降低代謝速率(16-18)。然而 Hormone 主要藉由 Cytochrome c oxidase 

之 cAMP-indendent phosphorylation 啟動 allosteric ATP inhibition，而增加 Ca2+濃度藉由

calcium-induce dephosphorylation 關閉 allosteric ATP inhibition。(19-23)在能量代謝中轉移能

力高之癌細胞會藉由訊號調控(如：HIF-1)oxidative phosphorylation 使之效率降低甚至停止 

(24-26)，迫使癌細胞內能量代謝僅能利用糖解作用產生能量，而此訊號更能刺激癌細胞轉移

(27-29)。在研究中指出如 oxidative phosphorylation效率增加會造成粒線體內外膜電位差降低，

並且有較低 ROS 形成，然而如 oxidative phosphorylation 效率降低則粒線體內外膜電位差增加

導致 ROS 形成增加(30-33)。ROS 則會破壞蛋白質、脂質、DNA 及誘發細胞 apoptosis，更與

老化、阿茲海默症及癌症等相關疾病發生，此外 Svineng et al.研究發現 ROS 刺激 MMP 活性增

加癌細胞轉移(34-40)。但 COX Va 尚未被直接證明與癌細胞相關，因此本計劃深入研究 COX Va

影響癌細胞轉移之機制，進而提供未來於癌症新藥開發及治療癌症上新思考模式。 

其主要目標如下： 

1. 分析 COX Va 對非小型細胞肺癌 migration and invasion 之關係。(第一年) 

2. 探討 COX Va 影響 migration and invasion 之機制。(第一年及第二年) 

3. 利用動物實驗模式探討 COX Va 與腫瘤轉移之關係。(第二年) 

4. 病理學分析統計 COX Va 與非小型細胞肺癌相關性。(第一年及第二年) 

研究方法 

1. 分析 COX Va 對非小型細胞肺癌 migration and invasion 之關係。 

参與非小型細胞肺癌 migration 及 invasion 相關之蛋白質種類眾多，如 PGE-2, COX-2, 



EGFR, VEGF, 及 ErbBR 等，其中包含粒線體內参與呼吸作用之蛋白質，如 bcl-2 及 cytochrome 

c。在過去研究中癌細胞粒線體數目(copy number)或粒線體中蛋白質變異能影響其侵犯能力，

計畫申請人在先導試驗中利用 IEF-PAGE 分析六株非小型細胞肺癌，其結果發現 COX Va 在

migration 及 invasion 能力較高之細胞之有高表現量，COX Va 為呼吸作用中電子傳遞鏈最終蛋

白，並能調控呼吸作用。因此本計畫將利用 COX Va inhibitor 抑制其功能，並分析受抑制劑抑

制後癌細胞之細胞增生及侵犯轉移能力，此外更利用分子生物學 knock down及 overexpression

之技術抑制或過度表現 COX Va 並分析對癌細胞之影響。其主要步驟如下： 

COX Va inhibitor analysis 

(1) 分別培養不同特性之非小型細胞肺癌，分別加入不同濃度之 COX Va inhibitor 

(3,5-Diiodothyronine)(0, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, and 10-7)，培養48小時。 

(2) 利用neutral red分析六株非小型細胞肺癌細胞受COX Va抑制抑制後之純活率。 

(3) 利用 transwell分析加入COX Va inhibitor後六株非小型細胞肺癌細胞之migration and 

invasion能力。 

(4) 利用zymography分析加入COX Va inhibitor後MMP activity。 

(5) 利用MMP array分析加入COX Va inhibitor所分泌之MMP種類。 

COX Va gene overexpression analysis 

(1) 萃取六株非小型細胞肺癌細胞中COX Va表現量最高細胞株(H2009)之RNA。 

(2) 利用RT-PCR將COX Va gene複製出，並將COX Va基因與pcDNA載體結合。 

(3) 將COX Va與pcDNA結合之載體transfection至COX Va表現量低之細胞株(H2126)，並挑選

穩定之細胞株。 

(4) 利用transwell分析穩定細胞株migration and invasion之能力。 

(6) 利用zymography分析穩定細胞株之MMP activity。 

(5) 利用MMP array分析穩定細胞株所分泌之MMP種類。 

COX Va gene knock down analysis 

(1) 利用基因體中心 siRNA 資料庫中挑選出四種不同 COX Va 之 siRNA。 

(2) 將四種不同 COX Va 之 siRNA 與 pcDNA 載體結合。 

(3) 將COX Va siRNA與pcDNA結合之載體 transfection至COX Va表現量高之細胞株(H2009)，

並挑選穩定之細胞株。 



(4) 利用 RT-PCR 及 Western blot 篩選可 knock down COX Va 之細胞株。 

(5) 將受COX Va siRNA抑制基因表現之穩定細胞株利用transwell分析migration and invasion

之能力。 

(7) 利用zymography分析COX Va siRNA抑制基因表現之穩定細胞株MMP activity。 

(6) 利用 MMP array 分析 COX Va siRNA 抑制基因表現之穩定細胞株所分泌 MMP 種類。 

2. 探討 COX Va 影響 migration and invasion 之機制。 

COX Va 功能為呼吸作用之調控，主要機制為 COX Va 藉由與氧氣及 ATP 結合導致蛋白

質構型改變(conformational change)，進而影響細胞內 cAMP-dependent phosphorylation 及鈣

離子誘發 dephosphorylation 達到調控呼吸作用之目的。在先前研究指出 invasion 及 migration

能力高低與呼吸作用之調控相關，然而 COX Va 是否参與調控或調控癌細胞其他基因之表現(如：

ATP 合成酵素)影響癌細胞 invasion 及 migration 能力尚未被研究，因此本計劃將利用 cDNA 

microarray及 IEF-PAGE分析癌細胞受COX Va抑制劑處理前後、COX Va knock down 及COX 

Va overexpression 穩定細胞株基因及蛋白質表現，並利用可結合 phosphorylation 蛋白質之

column 分析已磷酸化之蛋白質，此外並將分析出之基因及蛋白質群組化歸納出 COX Va 影響

之機制，且進一步證明此機制。其主要步驟如下： 

分析受 COX Va 影響之基因及蛋白質 

(1) 利用 6 well culture plate 培養受 COX Va 抑制劑處理前後(A,B)、COX Va knock down(C) 及

COX Va overexpression(D) 穩定細胞株。 

(2) 細胞培養 48 小時後萃取細胞之 RNA 及蛋白質。 

(3) 利用 cDNA microarray 分析受 COX Va 影響之基因表現。 

(4) 分別將細胞萃取出依 membrane, cytoplasm and nuclear protein 分離。 

(5) 利用 IEF-PAGE 分析(A)(B)(C)(D)細胞株中 membrane, cytoplasm and nuclear 不同蛋白質

之表現。 

(6) 利用結合 phosphorylation 蛋白質之 column 分析受 COX Va 影響後磷酸化及去磷酸化之蛋

白質。 

(7) 分析受 COX Va 影響表現之基因及蛋白質，並群組化歸納出 COX Va 影響之機制。 

證明 



(1) 製作出所分析出受 COX Va 影響蛋白質之抗體。 

(2) 利用免疫染色分析此蛋白質與 COX Va 之關係。 

(3) 利用 overexpression 及 knock down 相關蛋白分析與 COX Va 之關係。 

(4) 分析及評估癌細胞之 invasion and migration。 

3. 利用動物實驗模式探討 COX Va 與腫瘤轉移之關係。 

Aim 1 and 2 中確認 COX Va 在非小型細胞肺癌細胞株之影響後，進一步利用動物模式探

討。先前研究中分析癌細胞 invasion 及 migration 在 in vivo 中之能力為將癌細胞利用小鼠尾端

靜脈注射方式，進一步分析小鼠肺部癌細胞所形成之病變區塊，形成多區塊之細胞株即 invasion

及 migration 能力高，形成少區塊或無區塊之細胞株形成則反之，因此本計劃將利用相同動物

模式評估七株非小型細胞肺癌細胞株注射入小鼠靜脈內，並一併注射 COX Va 抑制劑對於癌細

胞轉移及侵犯能力之影響，此外利用此模式對 COX Va 基因 overexpression 及 knock down

穩定細胞株相同評估，並進一步由肺部取出癌細胞所形成之區塊分析作免疫切片分析，確認並

證實 COX Va 影響癌細胞之機制是否與 in vitro 相同。其主要步驟如下： 

(1).將 BALB/cAnN.Cg-Foxn1nu/CrlNarl 小鼠分五組，每組五隻小鼠，共二十五隻小鼠。 

(2).將 2 x 106個癌細胞、癌細胞混合抑制劑、癌細胞內涵有 vector、overexpression 及 knock 

down 之癌細胞分別由小鼠尾部靜脈注射入體內。 

(3).注射後約二至三星期，將小鼠犧牲並解剖。 

(4).計算並評估癌細胞轉移至肺部之數目。 

(5).將小鼠肺臟製作免疫切片，並做免疫染色。 

(6).利用 COX Va 抗體分析轉移至小鼠肺臟之癌細胞 COX Va 表現。 

(7).利用所製作之受 COX Va 影響蛋白之抗體分析 aim 2 所分析出之蛋白質。 

(8).分析評估 COX Va 與受 COX Va 影響蛋白在小鼠中影響 invasion and migration。 

4. 病理學分析統計 COX Va 與非小型細胞肺癌相關性。 

在 aim 1, 2, and 3 分析及確認 COX Va 影響癌細胞 invasion 及 migration 之機制後，必須

更進一步探討與臨床相關性，主要目的在於深入分析非小型細胞肺癌於不同發展時期 COX Va

之表現，並分析其他與 COX Va 相關因子(如：HIF-1, PDK-1, PDH, and LDH-5)和癌細胞

invasion 及 migration 之相關性，更可藉由探討不同病人病史(如：男或女、年齡、有無吸菸、



菸齡、tumor type、TNM 及預後等)及血液相關生化值(如：carcinoembryonic antigen (CEA)等)

與 COX Va 及其他與 COX Va 相關因子之關連性，因此本計劃將利用 COX Va 及其他與 COX 

Va 相關因子之抗體與不同病人之腫瘤切片，經免疫染色後分析統計，腫瘤與 COX Va 及其他

和 COX Va 相關因子之關連性，再進一步結合病人知病史及血液相關生化值分析統計，以分析

歸納出 COX Va 及其他和 COX Va 相關因子在臨床上之實際意義，可提供未來治療癌症新藥開

發及臨床醫師之参考。本計劃所採用不同病人之腫瘤切片(tissue array)由病人檢體由台北榮總

病理部周德盈主任所提供，且台北榮總人體試驗委員會已通過使用該檢體。 

主要步驟如下： 

(1).將製作出之辨識 COX Va 及其他和 COX Va 相關因子(HIF-1, PDK-1, PDH, and LDH-5)單

株抗體與不同病人之腫瘤切片(tissue array)，共 300 人(台北榮總病理部周德盈主任所提供)，

利用免疫染色分析。 

(2).分析COX Va 及其他和COX Va相關因子在臨床檢體上之相關性 

(3).依癌症發生不同時期對COX Va 及其他和COX Va相關因子作歸類分析統計。 

(4).收集彙整病人血液生化分析報告、醫師臨床診斷報告及病人病史。 

(5).結合上述因素分析統計出 COX Va 及其他和 COX Va 相關因子在臨床上之實際意義。 

(6). 藉由此資料可分析出 COX Va 及其他和 COX Va 相關因子在腫瘤組織上之差異與效果，可

提供未來治療癌症新藥開發及臨床醫師之参考。 

結果與討論 

一、分析六株非小性細胞肺癌 Migration 及 invasion 之能力 

癌細胞 metastasis 中 migration and invasion 之能力最為被關注，因此利用 transwell 分析六株

細胞migration及 invasion之能力其結果如附件圖一及圖二所示，在圖一中發現migration ability 

可分成 migration ability 高及低兩組，其中 CL 1-1 and H2126 migration ability 較低，而 H23, 

H838, CL 1-5, and H2009 migration ability 較高，其中以 H838 and H2009 為六株細胞中較高

者。在附件圖二 invasion ability 亦發現相同結果，但其中 CL-1-5 為 invasion ability 最高之細

胞株。此結果說明相同特性細胞株應具有共同相似之蛋白質才會導致此相同之結果。 

二、已分析六株非小型細胞肺癌之 MMP activity 

影響癌細胞轉移具有多種因素，MMP activity 為其中一，然而 MMP activity 又以 MMP 2 and 



MMP 9 最為重要，因此我們利用 gelatin zymography 分析六株不同細胞株之 MMP 2 and MMP 

9 activity 其結果如附件圖三所示，發現 H23, H838, CL 1-5, and H2009 之 MMP 9 activity 遠比

CL 1-1 and H2126 活性高，此結果與 migration and invasion ability 相同，由附件圖三發現其

MMP 2 and MMP 9 活性六株細胞有顯著差異。 

三、利用 IEF-PAGE 分析六株非小型細胞肺癌 

由附件圖一、二及三結果發現六株不同細胞株可歸類成兩組，CL 1-1 and H2126 為一組，另一

組為 H838, H23, CL 1-5, and H2009，因此我們再更進一步利用 IEF-PAGE 分析細胞株蛋白質

之表現其結果如附件圖四所示，發現有十六種相同蛋白質在 H838, H23, CL 1-5, and H2009 有

表現，而在 CL 1-1, and H2126 細胞株中不表現，其中以 COX Va and gelatin-1 兩種蛋白最為

顯著。Gelatin-1 已被證明與癌細胞之 metastasis 有關，而 COX Va 並無報告指出與癌細胞轉

移相關，因此進一步分析 Cytochrome c oxidase subunit Va 與癌細胞轉移之關係。 

四、分析 COX Va 在六株非小型細胞肺癌之表現 

為 了 更 進 一 步 分 析 附 件 圖 四 之 結 果 ， 我 們 利 用 RT-PCR, western blotting and 

immunocytochemistry staining 分析 COX Va 在不同細胞之表現其結果如附件圖五所示，發現

RT-PCR 中(附件圖五 A) H838, H23, CL 1-5, and H2009 細胞株含有 COX Va 基因之表現，

western blot 中亦得到相同之結果，但在 CL 1-1 及 H2126 蛋白質表現量較低(附件圖五 B)，此

外更進一步利用 immunocytochemistry staining 發現 COX Va 表現在細胞質內，其結果顯示在

H838, H23, CL 1-5, and H2009 表現量較 CL 1-1 and H2126 高(附件圖五 C)。由此結果更可推

測 COX Va 與癌細胞轉移相關，因此本計畫將進一步證明此結果。 

五、分析 COX Va 在非小型細胞肺癌病人檢體中之表現 

與台北榮民總醫院病理部主任周德盈主任合作，利用非小型細胞肺癌組織分析 COX Va 在非小

型細胞肺癌病人檢體中之表現，其中在 RT-PCR 分析結果如附件圖六所示，COX Va 在十組病

人檢體中，其中八組檢體中 COX Va 癌組織有高表現，但在正常細胞並無表現，進一步利用免

疫染色技術初步分析 300 位病人檢體，發現高達 80%檢體中表現 CCOX Va，結果如附件圖七

所示。更進一步發現與 COX Va 與淋巴轉移有顯著相關性。 

六、COX Va knock down 穩定癌細胞株 

為了探討 COX Va 與非小型細胞肺癌轉移之關係，共設計出四段 siRNA 抑制 COX Va 基因之表

現。將此四段 siRNA 轉至進入 H 2009 非小型細胞肺癌中，並分析基因表現結果發現僅有一段



能成功抑制其基因表現約 40%，結果如附件圖七所示。並進一步分析 MMP 2 and MMP 9 之活

性，發現將此轉殖成功之細胞株培養呈穩定細胞株 MMP 2 and MMP 9 之活性下將約 40%，因

此更證明 COX Va 與癌細胞轉移有密切關係。此外並進一步利用 transwell 分析細胞 migration 

能力，結果發現 COX Va 基因 knock down 之細胞，migration 能力亦降低 40%，証明 COX Va

與肺癌細胞之轉移有相關性，其機制已證明 COX Va 藉由降抑制 BCL-2 之基因表現，進而導

致 MMP2 and MMP9 表現量，達到調控轉移之目的。。 
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計畫成果自評部分 

本計畫感謝國科會給予支持總執行年限為兩年，於本年度已將目標一及目標四 COX Va 對非小

型細胞肺癌migration and invasion之關係及病理學分析統計COX Va與非小型細胞肺癌相關性

各細胞特性分析完畢，其中在細胞中依特性可區分為兩組，CL1-1 及 H2126 為一組，另一組為

H838, H23, CL1-5 及 H2009，發現 COX Va 高表現之細胞株其 migration and invasion 能力較

高，且在 clinical sample 中利用 COX Va 抗體染色，其結果發現在不同 stage 之 cancer 皆有高

表現，表現量高達 80%。並發現與淋巴轉移有密切相關性。藉由 COX Va 及受 COX Va 影響之

蛋白質影響癌細胞轉移之機制可提供未來抗癌藥物研發及癌症治療上新思考方式。其中 COX 

Va 在癌細胞轉移之相關機制亦在本計劃中證明出。因此在本計畫執行進度已達百分之百，此外

本計畫已在分子細胞生物醫學年會、生物醫學年會及台灣外科醫學會中發表，並已在 BMC 

cancer 期刊中發表(IP:4)。其主要成果如下: 

1. 已完成六株細胞株特性分析與COX Va之關係，其中包含癌細胞中migration, invasion, MMP 

activity 與 COX Va 之關係。 

2. 以完成臨床 sample 分析發現表現量高達 80%，並發現與淋巴轉移有密切相關性。 

3. 目前已於分子細胞生物醫學年會及生物醫學年會中發表及台灣外科醫學會中發表，並已在

BMC cancer 期刊中發表(IP:4)。 

4. 本計畫執行進度已達百分之百。 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 5 
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Figure 6 

A. RT-PCR 
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