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中文摘要 

    先 前 研 究 發 現 烯 烷 基 對 苯 二 酚 ， 10’(Z), 13’(E), 

15’(E)-heptadecatrienylhydroquinone [HQ17(3)]為具有抗癌活性 (anti-cancer)的天

然抗氧化小分子 (antioxidant)。已知 HQ17(3)屬於不可逆的拓樸異構酶 II 抑制劑  

[topoisomerase II (Topo II)]，可於 HL-60 血癌細胞中造成 Topo II poison、引發氧

化壓力及細胞毒性。本篇研究發現以高濃度 HQ17(3) (10 μM)處理 Huh7 肝癌細

胞時，同樣導致 Topo II poison。進一步以質譜儀分析發現 HQ17(3)與細胞內 Topo 

IIα 的半胱胺酸-427 (Cys-427)形成共價鍵結，HQ17(3)的處理並造成細胞中 Topo 

IIα-DNA 複合體增加、DNA 雙股斷裂、數個 DNA 損傷基因的表現量上升及細胞

凋亡。HQ17(3)也造成細胞氧化性傷害，然而以 N-acetylcysteine 抗氧化物前處理

細胞，並無法有效拯救細胞的存活率，顯示 Topo II poison 為 HQ17(3)造成 Huh7

細胞死亡的主要原因。 

    本論文另以人類皮膚纖維母細胞 (WS1)的研究模式，發現細胞經處理低濃

度 HQ17(3) (<1 μM)後，可降低過氧化氫所造成的氧化性傷害。HQ17(3)並透過

修飾 Kelch-like ECH associated protein 1 (Keap1)的半胱胺酸並活化 Keap1 所調控

的 nuclear factor-E2 p45-related factor 2 (Nrf2)轉錄因子。以質譜儀分析發現

HQ17(3)與細胞內 Keap1 的 Cys-77、-249、-288 及-297 形成共價鍵結。HQ17(3)

的處理進而促進 Nrf2 活化並誘導 Nrf2 下游所調控的 heme oxygenase-1 抗氧化酵

素的表現，因此引發 Nrf2 分子相關的細胞保護機制。 

    綜合以上結果，HQ17(3)此種結構的小分子可作為 Topo II poison 發展外，也

可當作研發相關預防性化合物的參考。 

 

關鍵詞: 烯烷基對苯二酚、抗癌、抗氧化性傷害、拓樸異構酶 IIα、Nrf2、Keap1  



 

X 
 

英文摘要 

    We previously reported that the botanical compound 10’(Z), 13’(E), 

15’(E)-heptadecatrienylhydroquinone [HQ17(3)], an antioxidant, possesses 

anti-cancer activity. The cytotoxicity of HQ17(3) toward HL-60 leukemia cells is 

attributed to irreversible topoisomerase II (Topo II) poisoning and induction of 

oxidative damages. This study further explored that the cytotoxicity of HQ17(3) (10 

μM) in Huh7 hepatoma cells was attributed to Topo II poison. Proteomic analyses 

revealed that HQ17(3) reacted with Cys-427 of cellular Topo IIα. This HQ17(3) 

modification caused the accumulation of Topo II-DNA complexes, DNA strand breaks, 

consequently induced the expression of DNA damage-related genes and apoptosis. 

HQ17(3) also caused oxidative damages in Huh7 cells. However, pretreatment of 

N-acetylcysteine, the antioxidant, did not diminish HQ17(3)-induced cell death. These 

results suggest that the cytotoxicity of HQ17(3) is attributed significantly to Topo II 

poisoning.  

In the WS1 skin fibroblast cell model, HQ17(3), at low concentration, was 

demonstrated to diminish H2O2-caused oxidative damages. HQ17(3) was found to 

modify Kelch-like ECH associated protein 1 (Keap1) and activate nuclear factor-E2 

p45-related factor 2 (Nrf2), a transcription factor involved in the cytoprotection 

pathway. Proteomic analyses indicated that HQ17(3) modified Cys-77、-249、-288 and 



 

XI 
 

-297 of cellular Keap1. The nuclear translocation of Nrf2 and increase of HO-1 

expression, an anti-oxidation enzyme regulated by Nrf2, in WS1 cells upon HQ17(3) 

treatment were observed. The activated Nrf2 pathway was found to be involved in 

HQ17(3)-mediated cytoprotection. 

In conclusion, the structural feature of HQ17(3) could be used as a model for 

Topo II poison design as well as preventive agent design. 

 

Key words: alkylenehydroquinone、anti-cancer、anti-oxidative damages、

topoisomerase IIα、Nuclear factor-E2 p45-related factor 2、Kelch-like ECH associated 

protein 1 
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ARE, anti-oxidant response element 

ATR, ataxia telangiectasia and Rad3 related 
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DDIT3, DNA damage inducible transcription factor 

DTT , dithiothreitol 

DZ, DNAzyme 

EC50, median effective concentration 

G strand, gate strand 

GADD45, growth arrest and DNA damage-inducible 

GCLC, glutamate-cysteine ligase catalytic subunit 

GSH, glutathione 

GST, glutathione S-transferase 

HO-1, Heme oxygenase-1 

HQ, hydroquinone 



 

XIII 
 

HQ17(1), 10’(Z)-heptadecenylhydroquinone 

HQ17(2), 10’(Z), 13’(E)-heptadecadienylhydroquinone 

HQ17(3),  10’(Z), 13’(E), 15’(E)-heptadecatrienylhydroquinone 

IVR, intervening region 

Keap1, Kelch-like ECH associated protein 1 

MDM2, Mouse double minute 2 homolog 

MMP, mitochondrial membrane potential 

NAC, N-acetylcysteine 

Nrf2, nuclear factor-E2 p45-related factor 2  

PARP, poly (ADP-ribose) polymerase 

ROS, reactive oxygen species 

T strand, transported strand 

tBHQ, tert-butyl hydroquinone 

Topo, topoisomerase 

TREX3, three prime repair exonuclease 1 

 



 

1 
 

一、序論 

1.1 漆樹及其有效成分：漆酚 (Urushiol） 

本論文所研究的化合物是從台灣南投埔里的漆樹 (Rhus succedanea)上所採

集的漆液中分離並純化，為本實驗室與嘉義大學邱義源教授實驗室共同合作取得。

本草綱目中記載漆液具有防蟲的功效，用於人體也能紓解腸胃不適。漆液富含漆

酚類小分子，漆酚的結構為 dihydroquinone 並帶有 15 或 17 個長碳鏈的支鏈 1,2。 

我們於此漆液裡發現三種屬於漆酚類的小分子，三者皆具有抗氧化

(anti-oxidation)的活性。結構都以對苯二酚 (1,4 hydroquinone，HQ)為主體，於二

號碳上接有一段 17 個碳的不飽和碳鏈，三者的不同之處為帶有不同數目的雙鍵 

(scheme 1)。雙鍵位在第 10、13 及 15 個碳上的化合物命名為 10’(Z), 13’(E), 

15’(E)-heptadecatrienylhydroquinone，簡稱為 HQ17(3)，為本篇論文所研究的化合

物。而雙鍵位在第 10、13 個碳上的化合物稱為 HQ17(2)，雙鍵位在第 10 個碳上

的化合物稱為 HQ17(1)，其中以 HQ17(3)的抗氧化能力最強 3。 

HQ17(3)針對多種癌細胞株具有顯著的毒殺效果，包括 HL-60 血癌細胞、

Huh7 及其他肝癌細胞株 3。近期研究指出，HQ17(2)可抑制細菌表面移行 

(swarming)的能力及毒力因子 (virulence factors)的表現，未來可用作抵抗細菌感

染的臨床使用 4。HQ17(1)能顯著抑制 tyrosinase 的活性以防止黑色素的大量製造，

並且不會造成細胞內氧化壓力的上升而影響細胞活性，因此可應用於美白產品的

添加物 5。 

1.2 HQ17(3)為拓樸異構酶 II 抑制劑 

於 Huang et al., 2008 的研究中指出，將 HQ17(3)對 HL-60 及 HL-60/MX2 [缺

乏拓樸異構酶 II (Topoisomerase II，以下簡稱 Topo II)二株血癌細胞株的細胞毒性 

[median effective concentration (EC50)]做比較，發現 HQ17(3)選擇性地毒殺 HL-60
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細胞，對於 HL-60/MX2 細胞的毒性較低，顯示 HQ17(3)透過 Topo II 的作用以造

成細胞毒性 6，另一方面，HQ17(3)所引發的氧化壓力也參與在毒殺 HL-60 細胞

的機制中。從該研究的試管實驗中發現 HQ17(3)並不會嵌入 DNA，並且 HQ17(3)

選擇性地抑制 Topo II 而非 Topo I，並增加 Topo II-DNA 複合體，因此 HQ17(3)

屬於 Topo II 抑制劑，而且為不可逆的抑制作用。若先將 HQ17(3)與 Topo II 先行

反應後再加入 DNA 以起始反應，便可抑制 Topo II 的活性，推測 HQ17(3)可能透

過對 Topo II 進行修飾而影響其活性 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Scheme 1、HQ17(3)、HQ17(2)及 HQ17(1)的化學結構圖 

本圖擷取自 Wu et al., 20023。 

1.3 氧化壓力 

    活潑的小分子化合物已知可造成細胞內的氧化性損傷，導致 DNA 斷裂、蛋

白質氧化及細胞死亡。氧化壓力的來源，包括外源性或內生性的活性氧自由基 

(reactive oxygen species，以下簡稱 ROS)。活性氧自由基為活潑的含氧產物及氧

的代謝物，如氫氧自由基 (hydroxyl radical, ●OH)、超氧化物 (superoxide anion, 
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O2
●-)及過氧化氫 (H2O2) 7。內生性的自由基來自於粒線體的電子傳遞鏈的過渡產

物 (如：O2
●-)。外源性的自由基則來自於細胞外的刺激，如 UV 照射，香菸或是

有害化學毒物，容易造成細胞內的氧化壓力上升而對細胞產生傷害。氧化壓力除

對細胞產生上述的氧化性損傷外，也會影響細胞內的訊息傳遞 8。 

    已知部分 Topo II 抑制劑也會藉由產生自由基而造成 DNA 損傷並導致細胞

生長停滯或細胞凋亡，如 HQ17(3)、benzoquinone (BQ)及 fluoroquinolones，發現

於細胞中增加活性氧自由基的含量及氧化性損傷 1,9,10。 

1.4 拓樸異構酶  

    拓樸異構酶為細胞中不可或缺的酵素，其作用在於改變 DNA 的超螺旋結構 

(supercoiled structure)以利細胞進行基因複製 (replication)、轉錄 (transcription)、

修復 (repair)、重組  (recombination)及染色體的濃縮 (chromosome compaction)9。 

    拓樸異構酶的分類根據其特性及作用方式而分成 type I 及 type II。Type I 的

作用為切開單股 DNA，以解鬆 DNA 結構 (DNA relaxation)，此過程不需要 ATP

的參與。Type II 則是切開雙股 DNA，此過程需要消耗 ATP 及鎂離子以穩定 DNA

的結構 11。 

    人類拓樸異構酶有 Topo I 及 Topo II，因為作用方式不同而被分類成：Topo I

屬於 type I；Topo II 屬於 type II11。人類 Topo II 有兩個異構物 (isoform)，為 Topo 

IIα 及 Topo IIβ，二者於序列上具高度相似性 (約有 77%相同的序列)9。Topo IIα

主要是因應細胞複製分裂時期而被大量表現以解開 DNA 的超螺旋結構，以利細

胞周期的進行；Topo IIβ 則是持續地表現，與 DNA 的修復及基因轉錄有關，但

與細胞週期進行無關 9。 

1.5 拓樸異構酶作用 

人類 Topo II 以二聚體 (homodimer)的型式作用。Topo II 蛋白質結構主要有

兩個部分，分別為ATPase domain及DNA breakage/reunion domain。以下介紹Topo 
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II 如何改變超螺旋 DNA 結構而作用於解開正負超螺旋結構及解開互相交纏的染

色體 (unknotting) 11。如 scheme 2 所示，超螺旋 DNA 為兩條雙股 DNA 互相纏繞

的構造，分別稱作 gate (G) strand 及 transported (T) strand。Topo II 酵素作用步驟

如下，① Topo II 接上 G strand DNA，② ATP 接上 Topo II，使得構型從打開的狀

態 (open clamp)變成關起的狀態 (closed clamp)，③ Topo II 藉由酪胺酸-805 與 G 

strand DNA之間形成共價鍵結，此時酵素與DNA形成Topo II-DNA複合體 (Topo 

II-DNA cleavage complex)，而 G strand DNA 為暫時被切斷的狀態，④ 酵素將 T 

strand DNA 穿過該切斷處 (strand passing)，⑤ G strand DNA 會再被接回去 

(religation)，T strand DNA 便離開，⑥ ATP 於此時被水解，因此讓酵素再次回到

打開的狀態並讓 G strand DNA 離開 11。過程中 DNA 序列並未被改變，而得以維

持完整性。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Scheme 2、人類 Topo II 作用方式簡圖及抑制劑作用步驟示意圖 

兩條互相纏繞的雙股 DNA 分別稱作 gate (G) strand 及 transported (T) strand。蛋白質綠色部

分為 ATPase domain，紅色部分為 DNA breakage/reunion domain。抑制符號為藥物所抑制的步驟

處，雙箭頭號為該藥物增加 Topo II-DNA 複合體形成。Quinolones 及 etoposide 為 Topo II poison

可累積 Topo II-DNA 複合體；ICRF-187 則為 Topo II catalytic 抑制劑。Doxorubin 可以藉由嵌入

DNA 中以抑制酵素活性，為 Topo II catalytic 抑制劑；也可如同 etoposide 作用般累積 Topo II-DNA

複合體，為 Topo II poison。本圖擷取自 Pommier et al., 2010 並做修改 11。    

G

T
ATP Mg2+

ADP
+Pi

G

T

Doxorubicin

ICRF-187 Etoposide
Doxorubicin

Quinolones

1 2 3
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由於核苷酸之間是以 phosphodiester 做為鍵結，Topo II 利用其活性區的酪胺

酸以親核性攻擊 (nucleophilic attack)的方式攻擊 G strand 上的 phosphodiester 

bond 的電子，因此酪胺酸的-OH 官能基會與核苷酸的 phosphodiester 形成共價鍵

結，另一個單體  (monomer) 則是攻擊相隔四個鹼基後的另一股 DNA 

phosphodiester 鍵 (scheme 3)12。 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 3、人類 Topo II 切斷 G strand DNA 的作用示意圖 

人類 Topo II 利用其活性區的酪胺酸透過親核性攻擊 (nucleophilic attack)與 G strand DNA 的

phosphodiester 形成共價鍵結。粉紅色圓點為酪胺酸-805，與核苷酸之間的黑線為共價鍵結，共

價鍵結示意圖如右圖所示。本圖擷取自 Pommier et al., 2010 並做修改 11。 

1.6 拓樸異構酶 II 抑制劑 (Topo II inhibitor) 

    當拓樸異構酶活性被抑制或是於解螺旋的階段中被干擾時，都會造成 DNA

結構的不穩定而導致細胞毒性，藉由累積 Topo II-DNA 複合體為目前抗癌藥發展

針對的目標之一。 

    目前臨床所使用的 Topo II 抑制劑的作用分兩種，一種為 Topo II poison，另

一種為 catalytic inhibitor (scheme 2)。藥物針對累積 Topo II–DNA 複合體而導致

-2   -1   +1  +2  +3  +4  +5  +6
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增加 DNA 斷裂所造成的毒性稱做 Topo II poison11，例如 VP-16、teniposide 

(VM-26)，doxorubicin、amsacrine (m-AMSA)及 TAS-10313-17。VP-16 藉由其立體

結構而卡在 G strand DNA 的斷開處，使得 Topo II 無法有效將 DNA 接回去而造

成 Topo II 所導致的 DNA 斷裂 (Topo II-mediated DNA break)。另外 quinolone 

CP-115,953、ellipticines、azatoxins 及 flavonoid genistein 也屬於 Topo II poison，

作用方式是透過穩定並增加 Topo II–DNA 複合體的形成，同樣也會導致 DNA 斷

裂 15,18-20。從實驗室先前的研究指出，HQ17(3)同樣也可增加 Topo II–DNA 複合

體的形成，故屬於 Topo II poison 的抑制劑 1。 

    另一類藥物針對降低Topo II的活性稱作Topo II catalytic inhibitor，部分DNA

嵌入劑屬於此類，可藉由嵌入DNA後，造成DNA構型改變，使得Topo II無法接

上 DNA ，如 scheme 2 所示  (doxorubicin ， step 1) 。另外 ， merbarone 及

bisdioxopiperazines [ICRF 159, 187 (dexrazoxane)及193]則是透過抑制ATP水解

21,22，導致Topo II closed clamp結構受影響而無法與解螺旋後的DNA分開 (如

scheme 2，step 5 & 6)。 

1.7 小分子修飾拓樸異構酶的硫醇基 (-SH) 

    部分 Topo II poison 小分子抑制 Topo II酵素的方式為藉由透過修飾 Topo IIα

的半胱胺酸 (cysteine, Cys)23。Topo IIα 蛋白質序列中帶有 13 個半胱胺酸 (scheme 

4)，而個別半胱胺酸的活性調控仍在研究中。目前已知將 Cys-427 的位點突變時 

(C427A)，此 Topo II mutant 酵素活性較 wild type 低，而且當反應條件的 ATP 濃

度降低時，Topo II 活性降低地更為顯著，顯示 ATP 濃度與該位點對於酵素活性

的調控有關 24。 

    於 Wang et al., 2001 的研究中發現，menadione 這種具有與蛋白質硫醇基反

應活性的小分子可抑制 Topo II 的活性，並且增加 Topo II-DNA 複合體的累積及

DNA 斷裂的情況 25。許多文獻也發現其他天然物小分子，包括 quinones 及

isothiocyanates26,27，皆可與 Topo IIα 的硫醇基反應而抑制酵素活性。舉例來說，
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已知 BQ 可修飾 Cys-392 及 Cys-405 兩個位點，並且增加 Topo IIα 導致的 DNA 斷

裂 28；isothiocyanates 被發現可修飾數個位點，包括 Cys-104,-170, -300, -392, -427, 

-455, -733, -997、-1008 及-1145，並透過穩定 Topo II-DNA 複合體結構而導致 DNA

斷裂 27。更進一步發現，部分 Topo II poisons 的作用方式是藉由氧化還原反應而

與 Topo IIα 的硫醇基行共價鍵結反應 26。 

 

 

 

 

 

 

Scheme 4、Topo IIα 的十三個半胱胺酸位置示意圖 

1.8 拓樸異構酶導致 DNA 斷裂之細胞反應 

    當 Topo II 活性受抑制而造成 DNA 斷裂時，細胞為因應此情形會將 histone 

H2A 家族蛋白質中的 H2AX 磷酸化 (γ-H2AX)，此磷酸化的訊息發生在 DNA 斷

裂處並且形成 foci，引發下游的訊息傳遞以招集 DNA 修補蛋白質至該處進行修

復，因此 γ-H2AX現象當作DNA斷裂的指標 29。另一方面，可利用 Immunodetection 

of in vivo complexes of enzyme to DNA (ICE bioassay)方法偵測 Topo II-DNA 複合

體是否因為藥物處理而增加 30。 

    當細胞內染色體複製過程及 DNA 結構因受到 Topo II 抑制劑的作用而被影

響時，會產生基因毒性 (genotoxicity)。細胞內感受到 genotoxicity 時，除了利用

γ-H2AX 的訊息活化以做為修復訊號外，尚有其他因應的措施，例如表現 DNA

損傷相關基因，包括 DNA damage inducible transcription factor (DDIT3), growth 

arrest and DNA damage-inducible (GADD45)家族基因，此類為最早於 DNA 受損細

胞模式中發現被誘發表現的基因，而這些基因持續活化後會引發細胞凋亡 31,32。 

ATPase Breakage/Reunion CTR
1172
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1.9 細胞凋亡 (Apoptosis) 

    細胞凋亡為細胞程式死亡的一種嚴謹的機制，透過活化一連串的 caspases，

將訊息傳至下游分子而起動細胞凋亡，以水解細胞內 DNA 及蛋白質，並可觀察

到細胞核濃染、細胞皺縮的現象，此種方式的死亡會將細胞內的胞器包起並清除，

以避免細胞內的物質釋出而對鄰近的細胞造成發炎反應及傷害 33，與細胞壞死 

(necrosis)不同，因此促進癌細胞死亡的藥物皆以活化凋亡為目標 34。 

    凋亡的起始方式分成外源性 (extrinsic)及內生性 (intrinsic)路徑 35。當細胞接

受到外來的刺激及訊號，如 death ligand，便會啟動 extrinsic apoptosis pathway，

而活化 caspase 8；若是來自於細胞內的影響，則是透過粒線體而啟動 intrinsic 

apoptosis pathway，粒線體膜上的離子通道因此大量打開、喪失維持外正內負的

電位差特性 (mitochondrial membrane potential，MMP)，粒線體內的 cytochrome c

也從粒線體中釋放至細胞質中，cytochrome c 與 apoptosis protease activating 

factor-1 形成 apoptosome 而活化 caspase 9。Caspase 8 及 caspase 9 皆會將下游的

pro-caspase 3 切成活化態的 caspasae 3，而將細胞內的蛋白質分解並活化 DNA 內

切酶使得細胞走向死亡 36。 

    細胞凋亡的機制中可觀察數種現象的發生，除前述的喪失維持粒線體膜電位

的特性外，還包括細胞膜的內膜外翻、及 subG1 population 的出現。

Phosphatidylserine 位於細胞膜的內側，為細胞膜的組成。當凋亡發生時，

phosphatidylserine 的 位 置 會 從 膜 內 側 翻 到 膜 外 側  (externalization of 

phosphatidylserine)，然而此時的細胞膜仍保持完整。另一方面 DNA 含量也因為

大量活化的 DNA 內切酶而產生 DNA 斷裂，因此可觀察到 DNA 含量少於 2N 的

細胞群，故稱作 subG1 population36。 

1.10 小分子之抗氧化作用 

    植物所含有的化合物可藉由氧化的方式保護植物本身抵禦蟲害或是微生物



 

9 
 

感染，因此目前的研究趨勢，多為研究這些天然化合物預防疾病發生、減緩病程

發展的可能應用性 37。舉例說明，葡萄及深色漿果類中的白藜蘆醇 (resveratrol)

是一種植物用以抗真菌類感染的高抗氧化物質，被發現於人體中具有效降低心血

管疾病發生的機率，於細胞實驗中也發現能促進細胞凋亡機制的活化，於動物實

驗中則能抑制腫瘤的生長 37；胡蘿蔔、深綠葉蔬菜及黃、橘色蔬果中的胡蘿蔔素 

(β-catotene)為維他命 A 的前驅物，能有效清除單氧物質 (singlet oxygen)以防止細

胞脂質過氧化；維他命 C 則是一般蔬果中富含的成分，藉由分子結構上的氫氧

基與自由基作用，使自由基得到電子後變成較穩定的物質因而降低氧化壓力，另

外可促進膠原質的形成，因此增強血管壁組織強度，可用以預防動脈硬化 38；花

椰菜中的異硫醇氰酸鹽 (sulforaphane)，能夠透過活化細胞內 NF-E2 相關因子 

[nuclear factor-E2 p45-related factor 2 (Nrf2)]路徑，啟動下游相關保護基因的表現，

幫助細胞清除過多的活性氧自由基 39。如 scheme 5 所示，三萜類 (triterpenoids)

在細胞中所引起的細胞反應與該分子所使用的濃度有關。於高濃度處理條件下會

引發過度的氧化壓力，促進細胞凋亡相關路徑的活化，因此可用做於毒殺癌細胞。

反之於低濃度處理的情況下，小分子可引起輕微的氧化還原不平衡而活化 Nrf2，

或是透過本身的化學活性特性而直接活化 Nrf2，以清除過多氧化性物質並維持

氧化還原平衡 40。因此說明了天然植物中的有效物質於高濃度使用時具有抗癌的

活性外，若使用低濃度的處理則可以保護細胞抵抗氧化性損傷 41。 

細胞尚可借助於一些還原態的小分子以維持細胞內氧化還原平衡，例如

N-acetylcysteine (NAC)或是 glutathione (GSH)。NAC 透過自身的硫醇基提供與親

電子的氧化基團相互作用而達到直接抗氧化的功效，另外的生理功能為 GSH 合

成的前驅物，經 gamma-glytamylcysteine synthase 的作用而合成 GSH。GSH 為三

個胺基酸 (gamma-glutamyl-cysteinyl-glycine)組成的小分子，可作用於過氧化氫

的代謝過程中，或透過做為抗氧化物質，以降低自由基對細胞造成的氧化性傷害

42。 
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Scheme 5、三萜類物質因不同濃度的處理而引發細胞內不同反應 

本圖表擷取自 Liby et al., 200740。 

1.11 Nrf2 與其調控相關因子 

Nrf2 屬於 bZip 轉錄因子，負責表現保護細胞的酵素，與 NF-E2、Nrf1、Nrf3、

Bach1 及 Bach2 同樣歸類於 Cap’n’collar 家族蛋白質。研究發現 Nrf2 基因剔除的

老鼠具有正常的存活率及生育力，但是對於外來的傷害刺激，像是來自於 cigarette 

smoke、acetaminophen 及 diesel exhaust fumes，則較敏感，存活率因此下降 43。

另一方面，根據一流行病學調查，oltipraz 為 Nrf2 活化誘導物 (inducer)，以此當

做口服藥以治療病人 (長期接觸 aflatoxin 高度致癌物質的工作族群)，發現可幫

助 aflatoxin 以不具毒性的型式從尿液中排出，也說明了 Nrf2 可做為降低氧化性

傷害的重要角色 41。 

Nrf2 有 605 個胺基酸，蛋白質構造上帶有 6 個功能性 domains，分別為 Neh1-6 

(Nrf2-ECH homology)。Neh1 為 bZip DNA binding 及 heterodimirization domain，

為 Nrf2 與其他蛋白質及 DNA 交互作用的 domain。Neh2 負責 Nrf2 與其活性調

控者 Kelch-like ECH associated protein 1 (Keap1)間的交互作用，Neh3-5 為與不同

的轉錄促進子蛋白質作用處，Neh6 則是負向調控 Nrf2 43。研究指出 Nrf2 的半衰

期很短，若以 cadmium (可抑制 proteasome)處理細胞使 Nrf2 半衰期從 13 分鐘得

以延長到 100 分鐘，並促進活化 Nrf2，推測 Nrf2 的調控與其本身的穩定性有關

44,45。目前發現 tert-butylhydroquinone (tBHQ)、sulforaphane 及 diethyl maleate 此
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類 Nrf2 活化誘導物，並不影響 Nrf2 的 mRNA 量，而是增加 Nrf2 蛋白質的含量，

表示 Nrf2 蛋白質變得較為穩定 46。 

Nrf2 蛋白上有數個可被磷酸化的胺基酸 (S214、S408、S558、T559 及 S577)，

若做這些點的單一胺基酸突變，並不影響 Nrf2 的活性，只有當五個位置同時突

變時，才對 Nrf2 的活性產生些微地抑制，顯示磷酸化並非主要影響 Nrf2 活性的

變因。其他細胞內的訊息傳遞路徑，如 mitogen-activated protein kinases (MAPK)

或是 protein kinase C (PKC)，皆與 Nrf2 的活化相關 47，但是只有在當 Keap1 缺乏

時才顯現出重要性，說明了 Keap1 仍是調控 Nrf2 的主要方式 46。 

Keap1-Nrf2 路徑 

    Keap1 為二聚體的型式，與 actin 接合而存在於細胞質中，並透過與 Nrf2 接

合而將之留在細胞質中以抑制活化 (scheme 6a)。如 scheme 6b 所示，當 Keap1

的半胱胺酸被 Nrf2 活化誘導物修飾時，此時 Keap1 無法抑制 Nrf2 (Keap1 

inactivated)。因 Keap1 結構改變而釋放 Nrf2，此為鉸鏈及門栓理論 (hinge and 

latch)，或是促進 Keap1 與 cullin3 (Cul3, ubiquitin E3 ligase)分開 (dissociation)，

導致 ubiquitination 活性降低，使得 Nrf2 不被降解而穩定性增加。Nrf2 因此可進

到細胞核內 (nuclear translocation)與Maf蛋白質形成 heterodimer (transcriptionally 

active 複合體)，促進下游基因的表現。因此 Keap1 扮演著一個控制 Nrf2 活化與

否的樞紐角色。 

Keap1 

    Keap1 為 624 個胺基酸所組成的蛋白質，主要包含三個 domains：BTB 

dimerization domain (Broad-Complex Tramtrack Bric a` brac)、cysteine-rich IVR 

domain (Intervening region)及 Kelch domain (包含 6 個重複的 Kelch 序列)。Kelch 

domain 為 Keap1 與 Nrf2 接合的區域。BTB domian 則是 Keap1 與 Cul3 接合的區

域，而形成 ubiquitin ligase complex，因此可利用 ubiquitination 的方式調控 Nrf2

蛋白質的含量 48。 
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Scheme 6、Keap1-Nrf2 調控方式示意圖 

a 具抑制 Nrf2 活性的 Keap1 狀態 (Keap1 activated)，Keap1 與 Cul3 形成 ubiquitin ligase 複合體，

透過ubquitination將Nrf2以 proteasome機制降解 (degradation)。b Nrf2活化誘導物透過修飾Keap1，

使得 Keap1 無法抑制 Nrf2 (Keap1 inactivated)，促進 Nrf2 下游基因的表現。本圖表擷取自 Sporn et 

al., 201248。 

    人類 Keap1 蛋白質序列中含有 27 個半胱胺酸，目前已知數個半胱胺酸能夠

與Nrf2活化誘導物反應並形成鍵結、改變Keap1的活性。根據文獻指出，Cys-151、

-273 及-288 為主要調控 Keap1 活性的三個位點。Cys-151 位於 BTB domain，當

其被小分子修飾時，發現 Cul3 與 Keap1 分開，因而造成 E3 ligase 活性降低；

Cys-273 及-288 位於 IVR domain，是用於維持 ubiquitin E3 ligase 活性以降解 Nrf2

的重要位點。除了這三個位點外，目前發現的 Nrf2 活化誘導物皆有其它進行反

應的半胱胺酸位點  (scheme 7)43 。另外 sulforaphane 、 isothiocyanates 及 

sulfoxythuicarbamates，這類物質大多存在於 cruciferous 蔬菜類中，屬於此類結構

（-N=C=S），因具有親電子的特性而容易與 Keap1 的硫醇基反應 43。 
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Scheme 7、Keap1 上已知可被修飾的半胱胺酸位點 

本圖列出目前發現可被小分子修飾的位點。Cys-151、-273 及-288 為已知具有活性的重要位點。

本圖擷取自 Taguchi et al., 201143。 

Nrf2 調控的基因 

   在Hayes的研究中歸納出Nrf2活化後所調控的基因具有兩大特性，包括 1) 可

代謝並清除外來物質及 2) 具有抗氧化活性的功能 49。Nrf2 所調控的基因上游處

都帶有 anti-oxidant response element (ARE)，此序列為 5’-TGACnnnGC-3’。常見

Nrf2 調控的基因包括：heme oxygenase-1 (HO-1)、glutathione S-transferase (GST)

及 glutamate-cysteine ligase catalytic subunit (GCLC) 50。 

    Heme oxygenase (HO)為血紅質 (Heme)的降解酵素，血紅素被代謝後產生

biliverdin、CO 及二價鐵離子 (Fe2+)。Biliverdin 會接著被 biliverdin reductase 代

謝成為 bilirubin，這些血紅素的代謝物被認為是具抗氧化能力的物質。細胞內有

多種蛋白質帶有血紅素，如 cytochromes、catalase peroxidase 及 tryptophan 

oxygenase，可做為HO-1代謝的受質來源。HO有三種亞型：HO-1、HO-2及HO-3，

HO-1 為誘導型，被誘導時才表現的蛋白質；HO-2 及 HO-3 為持續表現型。HO-1

的表現是為了負責維持細胞內的恆定，凡舉重金屬、細胞激素、荷爾蒙或是氧化

壓力都會誘導 HO-1 的表現，以提升細胞對於氧化性損傷的耐受性 51，不僅是在
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細胞實驗中，並且在活體實驗中也有類似的結果 52。GCLC 為 GSH 生成的速率

決定酵素，GSH 可被 glutathione peroxidase 應用於降解過氧化氫的過程 41。 

1.12 研究目的  

    本論文將探討 HQ17(3)對於 Huh7 肝癌細胞的毒殺機制是否與 Topo II poison

及氧化壓力有關，並深入研究其是否透過修飾 Topo IIα 的半胱胺酸並造成細胞內

Topo II poison 毒性，欲探討的層面包括：Topo IIα-DNA 複合體的累積、γ-H2AX

的增加及細胞凋亡的發生。 

    另一方面，已知 HQ17(3)為具有抗氧化能力的小分子 3。本篇論文以正常人

類皮膚纖維母細胞 (WS1)作為研究模式，觀察 HQ17(3)是否能夠幫助細胞清除外

來的活性氧自由基，並防止受到氧化性傷害及細胞死亡。更進一步探討 HQ17(3) 

的分子層面作用方式，包括 HQ17(3)是否與細胞中 Keap1 的半胱胺酸反應形成鍵

結，進而影響 Nrf2 的活性及 HO-1 的表現量。當以 DNAzyme (DZ)的方式降低

Nrf2 的 mRNA 而降低蛋白質表現量時，除了觀察 HO-1 蛋白質含量的改變外，

也觀察 HQ17(3)所提供的保護效果是否受影響，以證明 Nrf2 路徑與 HQ17(3)的

保護有直接的相關性。  
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二、實驗方法與材料 

2.1 HQ17(3)的純化 

    取漆樹 (Rhus succedanea)的漆液 100 g溶解於 900 mL的 95%乙醇中於 37 °C

低速搖晃 7 天，以 8,000 xg 離心 5 分鐘，取出上清液與 20%甲醇以等體積混合，

以離心方式去除黃油等不溶的部分後，加入 3 倍體積的 ethyl acetate 進行萃取。

以 700 xg 離心 20 分鐘，取上層有機溶液層並抽乾後所得為第一道萃取的粗萃物 

(crude)。以酒精回溶後再以 0.45 μM 過濾膜濾掉不溶的部份。接著以 HPLC 的方

式分離樣品，使用 C18 管柱 [discovery bio wide pore C18 (Sulpelco, PA)]，流動相

為 100%甲醇，利用 OD280 nm 觀察並收集最主要的三個波峰。將第一次的回收物

抽乾回溶並過濾後，再進行第二道的 HPLC。以同樣型號的 C18 管柱，再以 90% 

甲醇分離出 HQ17(3)、HQ17(2)、HQ17(1)。將 3 個化合物分別濃縮後，並回溶於

DMSO，以 JASCO V550 分光光度計 (JASCO International Co, Tokyo, Japan)測定

吸光光譜並定量 3。 

2.2 細胞培養及藥物處理條件 

    Huh7 及 WS1 細胞培養於 37 °C 恆溫、含 5% CO2 的培養箱中，所使用的培

養液為 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)，添加 2 mM L-glutamine、

1.5 g/L sodium bicarbonate、0.1 mM non-essential amino acids、10% fetal bovine 

serum、100 U/mL penicillin，100 μg/mL streptomycin 及 250 ng/mL amphotericin。

培養於 10 公分培養皿中，待長滿至約八分滿時，便進行繼代培養。吸去培養液，

以 PBS 清洗後，加入 1 mL trypsin/EDTA (0.05%/0.025%)放置 5 分鐘，待細胞飄

起後，加入四倍體積的培養液以中和 trypsin 的作用並打散細胞，留下 1 mL 細胞

懸浮液於盤中，再補體積至適當量，搖勻細胞使其平均分散於盤中，再放入培養

箱培養。於 Huh7 細胞模式中，HQ17(3)的處理條件於不同時間點的濃度為 10 μM，
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時間點則附註於圖說明中；NAC 為 1 mM 處理 3 小時；caspase 抑制劑則是 4 mM

處理 3 小時。 

HL-60 及 HL-60/MX2 細胞為懸浮型細胞，使用 RPMI 為培養基，每隔兩天

將細胞打散並補充新鮮培養基即可。 

2.3 蛋白質萃取及西方墨點法 

細胞核蛋白及細胞質蛋白萃取 

    以 trypsin 處理細胞後，以 PBS 清洗後離心，移除上清液後加入 400 μL buffer 

A [10 mM HEPES (pH 7.8)、10 mM KCl、2 mM MgCl2、0.1 mM EDTA、1 mM DTT、

1 mM NaF、1 μg/mL leupeptin、20 μg/mL aprotinin 及 0.1 M PMSF]，置於冰上 10

分鐘，其間搖晃數次，最後加入 25 μL 10% NP-40 混勻後，以 800 xg 於 4 °C 離

心 5 分鐘，上清液為細胞質蛋白的部分，pellet 則為細胞核。以 buffer A 清洗細

胞核兩次後，以 buffer B [50 mM HEPES (pH 7.8)、50 mM KCl、300 mM NaCl、

0.1 mM EDTA、1 mM DTT、10% glycerol、1 mM NaF、1 μg/mL leupeptin、20 μg/mL 

aprotinin 及 0.1 M PMSF]打散細胞核，並以超音波 (Ultrasonic Device, GmbH, 

Ringwood, NJ)強烈震盪 (sonication)以打破細胞核，再以 12,000 xg 離心 2 分鐘去

除 pellet，上清液為細胞核蛋白質的部分 53。 

全細胞蛋白質萃取 

    收集處理過後的細胞，以 PBS 清洗後離心，移除上清液後加入 50 μL lysis 

buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、1 mM EGTA、1 mM NaF、150 mM NaCl、1 mM 

DTT、1 mM PMSF、1 mM Na3VO4 及 1% triton X-100]並以超音波震盪打破細胞，

再以 12,000 xg 離心 10 分鐘取上清液全細胞蛋白質的部分 5。 

西方墨點法 (Western blot analysis) 

    蛋白質以BCA assay (Thermo Scientific, Rockford, IL)定量，取 60 μg蛋白質，

加入 4x loading dye，並加熱 95 °C (5 分鐘)以打開蛋白質的結構，利用 10% SDS 

PAGE 分離不同大小分子量的蛋白質，接著轉印至 nitrocellulose (NC) paper 上，
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以 1X TTBS 清洗，以 5% non-fat milk blocking 後，再與 Topo IIα 抗體 (1：1000，

型號 sc-56803，Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)、γ-H2AX 抗體 (1：1500, 

型號 05-636, Millipore, Billerica, CA)、c-PARP 抗體 (1：2000, 型號 9541P, Cell 

Signaling, Beverly, MA)、HO-1 抗體 (1：2000, 型號 OSA-110, Enzo Life sciences, 

Farmingdale, NY)或是 Nrf2 抗體(1：2000, 型號 sc-722, Santa Cruz Biotechnology)

於室溫反應 1 小時，以 1X TTBS 清洗，加入二抗 [1：5000, horseradish peroxidase 

conjugated secondary antibody (Zymed, CA)] 於室溫反應 1 小時，以 1X TTBS 清

洗，最後以冷光呈色反應 [enhanced chemiluminescence Western blotting detection 

system 觀察，以 LAS-4000 image analyzer (FUJIFILM Medical Systems U.S.A., Inc., 

CT, USA)拍照並定量。 

2.4 人類 recombinant Keap1 蛋白質的純化 

    以 pET28c (+)為載體，將 HA2-Keap1 核苷酸序列置於 SalI 及 XhoI。參照

Eggler等人的實驗方法純化Keap1蛋白質 54。方法如下，將該質體轉形 (transform)

至 Rossetaa/DE pLys 細菌株中培養，待 OD600達 0.5~0.6 時，再用 0.2 mM IPTG

誘導蛋白質表現，於 15 °C 中培養 24 小時。收集細胞前先加入 1 M Tris 以升高

pH 至 8.0，才將細胞離心並打散懸浮於 lysis buffer [50 mM Tris/pH 8.0、500 mM 

NaCl、10 mM imidazole、7.5 mM MgSO4、3 mM Tris (2-carboxyethyl) phosphine 

hydrochloride (TCEP)、1 mM PMSF、0.1% triton X-100 及 250 μg/mL lysozyme]，

接著以超音波震盪打破細胞，以 12,000 xg 離心十分鐘收集上清液。加入 Cobalt 

metal chromatography (Clontech, Mountain View, CA)以純化 Keap1 蛋白質，此純

化步驟於 4 °C 中進行並搖晃一小時，之後以 5%~40% buffer B (50 mM Tris/pH 8.0、

500 mM NaCl、1 M imidazole、0.1% triton X-100、3 mM TCEP 及 1 mM PMSF)

將蛋白質從 Cobalt resin 上沖提出來並透析 (25 mM Tris-HCl/pH 8.0、2 mM TCEP

及 20% glycerol)，分裝並保存於-80 °C。 
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2.5 HQ17(3)修飾蛋白質硫醇基的產物分析 

HQ17(3)與 Topo IIα 的硫醇基反應 

接種 Huh7 細胞於 10 公分培養皿 (1 x 106 cells)中，加入 10 μM HQ17(3)處

理五個小時，以上述方法收集細胞核蛋白質。取 60 μg 核蛋白以 6% SDS-PAGE

分離各個蛋白質，以 Coomassie blue 染色，將 170 kDa 處 (Topo IIα 的大小約為

170 kDa)的膠切下並沖提出其中的蛋白質。另一方面，本篇論文所使用的

recombinant Topo IIα 為台灣大學詹迺立教授實驗室所提供，以供分析 HQ17(3)

與 Topo IIα 的試管內反應。將 20 μM HQ17(3)與 recombinant Topo IIα (0.5 μM)反

應 20 分鐘，反應溶液為 Topo II buffer [10 mM Tris-HCl (pH 7.9)、50 mM NaCl、

50 mM KCl、5 mM MgCl2、0.1 mM EDTA、15 μg/mL BSA 及 1 m M ATP]。 

接著用 trypsin (2 μg, Promega, Madison, WI)水解 cellular Topo II 或是

recombinant Topo IIα (於 37 °C 下反應 16 個小時)，再以 Finnigan LCQ ion trap 質

譜儀 (ThermoElectron, San Jose, CA)分析反應產物。實驗方法參照 Bender et al., 

200728，此套儀器搭配 Micro-Tech Scientific protein-15-C18W-300 reversed phase 

HPLC 管柱 (5 μm, 150 mm x 300 μm, 300Å)，流動相 A 為含有 0.1% formic acid 

的水，流動相 B 為含有 0.1% formic acid 的 acetonitrile，沖提的條件為：前 180

分鐘由 5% (流動相 B)增加梯度至 95% (流動相 B)，再以 95%流動相 B 繼續沖提

40 分鐘。於每個 mass spectra 中訊號最高的 peak 會被送入做二次裂解以鑒定胺

基酸序列，軟體為 BioWorks 3.1 及 TurboSEQUEST (ThermoElectro)進行蛋白質鑑

定 55，於搜尋條件中指定 Cysteine 的修飾為 340.25 Da 以尋找產物的存在，MS/MS

結果品質的判定根據 Xc > 0.3、Cn > 0.1、Rsp 為 1 或 2 者，並進一步挑選 MS/MS

的裂解片段至少帶有三條片段者。 

HQ17(3)與 Keap1 的硫醇基反應 

    將一段合成的 Keap1 胜肽 [序列為 LNVRC241ESEVF，decapeptide (500 μM)]

與 HQ17(3) (200 μM)置於 37 °C 下反應 24 小時，反應溶液為 1 mL Tris-HCl (25 
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mM，pH 8.2)56，之後透過 C18 column (Glen Research Inc., Sterling, VA)去除反應

中的鹽類，以真空抽去液體並回溶於 15% (v/v) acetonitrile 含有 0.1% (v/v) formic 

acid的溶液中，再以Agilent 6510 四極體質譜儀 (Santa Clara, CA)分析反應產物。

此套儀器搭配 GRACE VYDAC C18 column (150 mm x 2.1 mm) (GRACE, 

Deerfield, IL)。流動相 A 為 HPLC 等級水，流動相 B 為 100% acetonenitrile，沖

提的條件為：前 5 分鐘將流動相 B 的比例由 15%增加梯度至 40%，之後於 10 分

鐘內再增加梯度至 100%。掃描質譜的方式為偵測 m/z 598.29 (2+) (decapeptide)

及 768.41 (2+) [decapeptide-HQ17(3) adduct]的訊號。 

    另一方面偵測 HQ17(3)與細胞內的 Keap1 反應產物。接種 WS1 細胞於 10 公

分培養皿 (1 x 106 cells/dish)中，加入 1 μM HQ17(3)處理五個小時，以 trypsin 作

用將細胞打下並以 PBS 清洗後離心，以上述方法收集細胞質蛋白質。取 60 μg

質蛋白以 10% SDS-PAGE 分離各個蛋白質，以 Coomassie blue 染色，將 67 kDa

處 (Keap1 的分子量約為 67 kDa)的膠體切下並沖提出其中的蛋白質。同樣也以

試管反應偵測 HQ17(3)與人類 recombinant Keap1 反應產物。將 200 μM HQ17(3)

與 recombinant Keap1 (10 μM)反應 20 分鐘，反應溶液為 Tris buffer [25 mM 

Tris-HCl (pH 8.0)]。將Keap1以 trypsin (2 μg)水解後 (於37 °C下反應16個小時)，

再以 Finnigan LCQ ion trap質譜儀分析反應產物，分析方法如實驗 2.2部分所述。 

2.6 試管實驗分析 Topo II 誘導 DNA 斷裂的形成 

根據 Fortune 及 Osheroff 的研究進行 Topo II 誘導 DNA 斷裂的反應 57。反應

包含 340 nM Topo IIα、10 nM RF-f1p DNA、0~100 μM HQ17(3)或是 200 μM VP-16， 

反應體積為 20 μL，DNA cleavage buffer為 10 mM Tris-HCl (pH 7.9)、5 mM MgCl2、

100 mM KCl 及 0.1 mM EDTA。此反應於 37 °C 中進行 6 分鐘，爾後加入 2 μL of 

5% SDS (final：0.5%)及 1 μL的 250 mM EDTA (pH 8.0)以終止反應。之後加入 4 μL 

proteinase K (10 mg/mL)於 37 °C 處理 60 分鐘以水解蛋白質，將樣品加入 3 μL 

DNA loading dye 並以電泳 (50V) 於 1% agarose gels (以 1X TAE 配置並含有 0.7 
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μg/mL ethidium bromide)分開各種不同的 DNA，包括 linear、nicked DNA 及

supercoiled DNA，再以 UV 觀察並以 ImageJ (ver 1.42)分析觀察 supercoiled DNA 

被切斷成 linear DNA 的比例。 

2.7 試管實驗分析 Topo II 活性 

參考 Lindsey et al., 2005 的方法 26，利用偵測 supercoiled form plasmid DNA

被 Topo II解開螺旋成 relaxed form DNA 的程度做為決定 Topo II酵素活性的方法。

反應包含 10 nM Topo IIα、400 nM negatively supercoiled RF-f1p DNA、0~40 μM 

HQ17(3)或是 20 μM VP-16，反應體積為 20 μL。Topo II buffer 為 10 mM Tris-HCl 

(pH 7.9)、50 mM NaCl、50 mM KCl、5 mM MgCl2、15 μg/mL BSA、1 mM ATP

及 0.1 mM EDTA。為觀察 dithiothreitol (DTT)還原劑對於 HQ17(3)抑制 Topo II

活性的影響，於加入 DTT 後才起始反應。反應條件為於 37 °C 下反應 20 分鐘後，

以 95 °C 處理 5 分鐘以終止酵素活性並加入 DNA loading dye，利用 1% agarose gel 

(以 0.5X TPE 配置)以 50V 電壓分離 relaxed、supercoiled 及 nicked form DNA，將

膠體以 EtBr 外染的染色方式並利用 UV 觀察結果。     

2.8 Immunodetection of in vivo complexes of enzyme to DNA 

(ICE bioassay) 

    此方法利用氯化銫 (CsCl)梯度溶液以超高速離心將 DNA 與蛋白質層分離，

並搭配 dot-blot 方法分析 30。CsCl 梯度溶液 (1.6-1.8 mg/mL)配置於 polyallomer 

tube 管中 (14 mm x 89 mm，適用於 SW41 bucket，Beckman Coulter)。Huh7 細

胞 (107 cells /10-cm dish)經 HQ17(3)或是 VP-16 處理 90 分鐘，去除上清液，於盤

中加入 2 mL sarkosyl lysis buffer (1% sarkosyl/TE buffer)，以 27 1/2G 號針頭抽吸

十二次以打斷染色體，此 lysate 隨即加於 CsCl 梯度溶液之上，於室溫 (20 °C)

進行超高速離心 125000 xg 20 小時 (低溫會使 CsCl 沉澱而破壞梯度)。待離心結
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束後，將每管樣品分成 10 個 fractions (從上至下：1 mL/fraction)，取等體積與 0.2 

M sodium phosphate buffer (pH 6.5)混合後，取 50 μL 的混合液以 dot-blot 方式將

樣品利用真空抽取方式轉至 NC paper 上 (NC paper 須先以 sodium phosphate 

buffer 浸濕 15 分鐘)，之後以西方墨點法偵測 Topo IIα。Fraction 1~4 為蛋白質層，

可偵測到 free Topo IIα 蛋白質，而 fraction 5~8 為 DNA 層，與染色體形成共價鍵

結的 Topo IIα 會出現於此處，Fractions 9~10 為 RNA 層。以 LAS-4000 image 

analyzer 拍照並定量，計算 fraction 5~8 所佔的百分比。 

2.9 免疫螢光組織染色 

    將細胞培養於蓋玻片上 (3 x 105 cells)，並加入藥物處理90分鐘後進行染色。

將細胞以 PBS 清洗一次後，加入 MeOH：EtOH=1：1 (v/v) 溶液並置於-20 °C 中

等待 20 分鐘以固定細胞並增加細胞通透性。移除液體並加入 blocking buffer [包

含 2% BSA，10% (v/v) FBS 及 1% (w/v) NaN3 並配置於 PBS 中]，於 37 °C 處理

細胞 30 分鐘，再置換成含有 γ-H2AX 抗體 (1:500)培養於 4 °C 待隔夜，抗體配

置於 blocking buffer。以 PBS 清洗三次後，再置換成含有 FITC-conjugated 的二級

抗體 (1:1000, Zymed, CA)的溶液並培養於室溫 1 小時，再以 PBS 清洗三次後，

加入 DAPI (1 μg/mL)染色五分鐘，將玻片置於載玻片上並以封片膠封片，接著以

螢光顯微鏡觀察 (Nikon Eclipse E800 microscope搭配Nikon Plan Fluor 40x 物鏡)，

影像擷取操作利用 Cybernetics Image-Pro Plus 5.0 軟體。γ-H2AX foci 會聚集在細

胞核內，細胞中帶有五個以上明顯的 foci 為陽性細胞，以此為依據計算五個視野

下帶有 γ-H2AX foci 的細胞比例 58。 

    於測試 Nrf2 活化進入細胞核的實驗中，同樣以上述固定步驟進行染色及觀

察。Anti-Nrf2 (1：200)為針對 Nrf2 做觀察，細胞核則是以 PI 染色。Anti-FLAG 

(1:500, 型號 sc-807, Santa Cruz)的組別是當做染色的陰性對照組，由於細胞內並

無表現 FLAG 胜肽，因此該抗體並不會辨認細胞內的任何物質。 
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2.10 細胞存活率測定 (ACP assay) 

    細胞存活率測定的原理利用偵測細胞內酸性磷酸酶 [acid phosphatase (ACP)]

活性，以代表細胞的存活率。細胞中含有大量的酸性磷酸酶，藉由給予其受質

p-nitrophenyl phosphate (p-NPP, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)，酸性磷酸酶便將之

轉變成 p-nitrophenol (p-NP)，而於 OD405 nm 有最大吸光。將細胞接種於 96 孔盤中 

(3000 cells/well)，待貼附後加入不同濃度的 HQ17(3)並處理不同時間後，移除上

清液以含鈣、鎂之 PBS 清洗後，加入 100 μL 反應溶液 [0.1 M sodium acetate (pH 

5.5)、0.1% triton X-100 及 10 mM p-NPP]於 37 °C 反應 30 分鐘後，加入 10 μL 1 N 

NaOH 以終止反應，並以 ELISA reader 測定 OD405 nm 的吸光值 1。以未加藥組別

的讀值當作 100%，換算出其餘各組加藥後所得的相對細胞存活率百分比，所有

測定組別皆為三重複，並取平均且將標準差的數值標示於圖上。 

2.11 流式細胞儀測定 

    於 6 孔細胞培養盤中接種 2x105 顆細胞，並依照各實驗加入不同濃度的藥物

處理不同時間，參照各個實驗處理方式，以流式細胞儀  (Beckman Coulter, 

Fullerton, CA)分析各組別之間螢光強度的變化，實驗重複三次並計算 SD 值標示

於圖上。此種機型搭配 488 nm 螢光激發，所使用的濾光片如下：FL1 (530 nm)、

FL2 (575 nm)、FL3 (615 nm)、FL4 (675 nm)。 

Annexin V 染色 

    以 ApoScreen Annexin V-FITC kit (Beckman Coulter)分析細胞內膜外翻的情

形，參照使用手冊，將細胞懸浮於染色用的含鈣 binding buffer 中 (100 μL)，加

入染劑 5 μL，於冰上染色 10 分鐘，再加入 Propidium Iodide (PI, Sigma-Aldrich)

染色 (final：0.5 μg/mL)5 分鐘，並加入 400 μL 含鈣 binding buffer 以增加體積，

即可以流式細胞儀偵測。FL1 偵測 Annexin V-FITC 而 FL4 偵測 PI (可染上核酸

物質)螢光強度。當細胞為正常時，細胞群為 double negative；早期凋亡的細胞僅
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有內膜外翻的現象為 Annexin V single positive；後期凋亡細胞為 Annexin V 及 PI 

double positive；若為壞死的細胞則為 PI single positive。 

粒線體膜電位的測定 

    將細胞處理 DiOC6(3) (Eugene, OR)以 100 nM 於 37 °C 反應 30 分鐘後，將細

胞以 trypsin 處理後，再以流式細胞儀分析細胞內的螢光強度變化。藉由 DiOC6(3)

親脂性陽離子與粒線體結合的特性以測定粒線體膜電位是否正常。當粒線體膜電

位喪失時，染劑便失去與粒線體結合的特性，利用流式細胞儀偵測 FL1 螢光強

度變弱的細胞群的比例變化 1。 

細胞內 Caspases 活性的測定 

    以 caspase 3 或 caspase 9 螢光受質檢測套組 (OncoImmunin Inc, Gaithersburg, 

MD)分析 caspase活化情形。將細胞處理 10 μM的 caspase 3螢光受質 (DEVDGI，

偵測 FL1 的變化)或 caspase 9 螢光受質 (LEHDGI 偵測 FL3 的變化)，於 37 °C 反

應 1 小時，將細胞以 trypsin 處理後再以流式細胞儀分析細胞內的螢光強度。當

caspase 活化時，可切斷其受質而使之發出螢光，因此在分析中可發現一群細胞

的螢光增強 1。 

細胞內 DNA 含量分析 

    本實驗方式藉由 PI 的染色觀察細胞內 DNA 含量變化。方式為將細胞以

trypsin 打下後，離心 (800 xg，5 分鐘)以去除上清液，再將細胞懸浮於 70%乙醇

中，放置於-20 °C 中過夜，此為固定的步驟。待隔天，以離心的方式 (800 xg，5

分鐘)去除酒精後，以 1 mL PBS 清洗，以 495 μL PBS 打散並加入 5 μL RNase A (1 

mg/mL)，於 37 °C 反應 30 分鐘以除去 RNA 的干擾，再加入最終濃度為 5 μg/mL

的 PI 染色 15 分鐘，利用流式細胞儀偵測 FL3 螢光強度，以觀察細胞內 DNA 含

量及 subG1 population 的改變 1。 

細胞內 ROS 含量測定 

    細胞內 ROS 的含量，藉由 mitoSOX (Invitrogen, Camarillo, CA)的染劑針對

mitochondrial superoxide 染色，將細胞懸浮液準備於 500 μL PBS 中並以 2.5 μM
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染劑處理，於 37 °C 反應 15 分鐘。當 FL2 的螢光強度增強時，代表細胞內氧化

物增高 59。另外也利用 DCFDA (20 μM, Invitrogen)的染劑偵測針對細胞中的自由

基含量，將細胞懸浮液準備於 500 μL PBS 中並加入染劑處理，於 37 °C 反應 30

分鐘。當 FL1 的螢光強度增強時，代表細胞內氧化物增高 1。 

測定脂質過氧化 

    藉由 BODIPY® 581/591 C11 (5 μM, Invitrogen)的染劑的特性所測定。利用流

式細胞儀偵測 FL1 的螢光強度變化，螢光增強代表細胞內脂質過氧化的程度上

升。加入螢光染劑於 37 °C 培養 30 分鐘後，將細胞以 trypsin 打下後懸浮於 1 mL 

PBS 中，以流式細胞儀分析各組別之間螢光強度的變化 60，實驗重複三次並計算

SD 值標示於圖上。 

2.12 基因表現之分析 

RNA 萃取以及基因微陣列分析 

    將細胞接種於 6 公分培養皿 (1 x 106 cells/dish)中，加入 HQ17(3)處理細胞， 

經不同時間後加入 Trizol (Invitrogen)，內含 guanidium thiocyanate 及 phenol 使細

胞溶解，並利用三氯甲烷將蛋白質、DNA 與 RNA 分層，經離心後 RNA 留於上

層的水層中，蛋白質、DNA 在有機層及水層的界面，小心取出水層並與異丙醇

以等體積混合以沉澱 RNA，去除上清液後加入 70%乙醇清洗並抽乾，以適當體

積的 DEPC 水回溶，再以 65 °C 水浴 10 分鐘。取適量 RNA 以 OD260 定量，並保

存於-80 °C。 

    分析 WS1 細胞中的基因變化，本實驗所使用的基因表現微陣列是 Human 

Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix)，實驗進行根據台大基因體中心核心實

驗室的方法，取 20 μg RNA 進行反轉錄並加上 biotin labeled dUTP 以與晶片上的

probe 進行雜交反應 (hybridization)，16 小時後洗淨晶片並掃描晶片。將所得結

果變化 1.5 倍以上的基因挑出作為 HQ17(3)可能影響的抗氧化基因群。 

反轉錄酵素反應及聚合酶連鎖反應 (PCR)     
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取適當量 mRNA 至 RNase free 的 PCR 專用管中，並以水補足體積至 6 μL，

加入 2 μL olido dT 引子 (0.5 μg/μL)，於 70 °C 預反應 5 分鐘，使 RNA 打開二級

結構。反應後立刻置於冰上，並加入 12 μL 的反應溶液，溶液中含有最終濃度為

0.5 mM dNTPs、10 mM DTT、50 mM Tris-HCl (pH 8.3)、75 mM KCl、3 mM MgCl2

以及 200 unit SuperScriptTM III RNase H- Reverse Transcriptase  (Invitrogen)，混合

均勻後於 50 °C 反應 1 小時，使 mRNA 可以完全反轉錄成 cDNA。反應結束後，

將 cDNA 置於冰上備用或儲存於-20 °C。利用 real-time PCR 放大基因產物，以觀

察不同的基因表現 [引子 (primer)序列如附表一]。取 200 ng cDNA 與最終濃度為

400 nM 的一對引子混合均勻後，加入 10 μL 2X SYBR green master (Roche, 

Indianapolis, IN)，以水將體積補至 20 μL，以 ABI 7500 real-time PCR machine 

(Foster City, CA)分析，所有樣品於同次分析中皆為二重複試驗，以 GAPDH 做為

內部對照組 (internal control)。 

    另一方面 WS1 細胞的 Nrf2 相關基因則是以 PCR 方式進行分析，PCR 的引

子序列如附表一。     

2.13 ARE 活性測定 

    本實驗製作帶有冷光報導基因的質體，以pGL3-Luc vector (Promega)為載體，

將合成的ARE sequence接入NheI / XhoI切位中，此合成的核苷酸序列為

5’-CTAGCAGTCACAGTGACTCAGC 61AGAATCT-3’ (ARE序列以底線表示) 。以

電穿孔法 (electroporation)將質體DNA (60 μg)送入WS1 細胞 (8 x 106 cells)，將細

胞及DNA混合後置入 0.4 cm pulser cuvette (Bio-Rad, Hercules, CA)中，以電穿孔

儀 (Bio-Rad)使用 260 V及 950 μF (選用exponential procedure)的條件進行電穿孔。

放置 10 分鐘後，再將細胞懸浮液分至 24 well (3 x 105 cells/well)中，補滿體積至

0.5 mL。加入HQ17(3)處理細胞不同時間，將細胞以Glo Lysis Buffer (Promega)打

破，取 5 mL細胞液於 96 孔白盤中並以Glo Lysis Buffer補滿體積為 40 μL，再加

入 5 μL luciferin (Bright-Glo luciferase assay, Promega)，馬上以SpectraMax M5 
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ELISA reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)測定 5 分鐘連續冷光變化量，並

將其以積分面積表示。以未加藥組別當做基準，其餘各組同樣計算積分面積與之

相比而得到改變倍數，實驗重複三次並計算SD值標示於圖上。 

2.14 Knockdown of Nrf2 

    將 WS1 細胞  (4 × 105/well) 分在 6 孔盤中以 T-Pro non-liposome (JF 

Biotechnology, Taipei, Taiwan) 進 行 轉 染 。 DZ-N 序 列 ： 5’- 

TTGCATAGAAGGCTAGCTACAACGATACTTATAAAG-3’，並於 3’端的最後三個

phosphodiester bond 換成 phosphothioate 的修飾以防止被內切酶水解，因此可增

加穩定性 62。實驗方法參照使用手冊，將 3 μL T-Pro 與 1 μg DNAzyme 混合於不

含血清的培養液中並靜置十五分鐘 (體積 100 μL)，爾後加到細胞中，於六小時

後更換新鮮培養液。二十四小時後，再將細胞分至 96 孔盤 (5000 cell/well) 或是

6 孔盤中。待細胞貼附後，將 96 孔盤的實驗細胞加入 HQ17(3) (1 μM)處理 16 小

時後，加入不同濃度的 H2O2 處理 24 小時而後測定 ACP。另外 6 孔盤的實驗細

胞組則是加入 HQ17(3)處理 6 小時並收集全細胞蛋白質以西方墨點法觀察 Nrf2

蛋白質含量變化。  
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三、實驗結果 

3.1 HQ17(3)抗癌活性之分子機制探討 

3.1.1 HQ17(3)修飾 Topo IIα 的半胱胺酸 

    首先以一段合成的 decapeptide 與 HQ17(3)進行試管反應，利用質譜鑒定方

法證明 decapeptide-HQ17(3)產物的存在。圖一 A 為 HQ17(3)的質譜分析，顯示其

m/z 為 341.25 (-1)，經軟體根據分子量及 peaks 分布圖計算得到，此最強訊號小

分子的組成分為 C23H31O2，為 HQ17(3)帶負電之狀態。進一步以 HPLC-MS/MS

分析 decapeptide-HQ17(3)產物 (圖一 B)。Decapeptide [retention time：4.5 分鐘，

m/z 598.2960 (2+)]極性較高，而 decapeptide-HQ17(3) [retention time：9.8 分鐘，

m/z 768.4204 (2+)]極性較低。圖一 C 為根據胜肽母分子 (◆)做二次裂解的圖譜。

圖中所標示出來的訊號為各種裂解片段產物，各片段的 m/z 列於該圖旁。灰色底

標為被偵測到的片段，包括七個 b ions (b2~b4 及 b6~b9)和兩個 y ions (y1 及 y2)。

圖一 D 為 decapeptide-HQ17(3)的二次裂解圖譜，*顯示為具有 m/z 增加 340.25 Da

的片段。灰色底標的片段包括五個 b ions (b5*~b9*) 和一個 y ion (y9*)；此結果

顯示 HQ17(3)具有與硫醇基反應的性質。 

以 LCQ 質譜儀分析證明 HQ17(3)與細胞內 Topo IIα 的半胱胺酸反應，由圖

二 A 顯示偵測到的所有 Topo IIα 胜肽 (涵蓋 14%的序列，以灰底色標示)，其中

有三條胜肽帶有半胱胺酸，分別為 Cys-427、-733 及-1145 (如表一)。Cys-427 位

於 ATPase domain，而 Cys-733 及-1145 則位在 DNA breakage/reunion domain。帶

有 Cys-427 的胜肽  (序列：CSAVK)的質量增加了 340.25 Da，顯示該胜肽被

HQ17(3)所修飾，MS/MS圖譜如圖二B，母分子以◆表示，偵測到b1~b4及y1~y4，

b1~b4皆帶有HQ17(3)的修飾。Cys-733及-1145胜肽並未帶有修飾 (附圖一A~B)，

其餘偵測到未帶有半胱胺酸的胜肽則列於附圖二 A~T。此結果顯示 HQ17(3)能夠

與細胞 Topo IIα 的半胱胺酸反應。 
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另一方面將 recombinant Topo IIα 與 HQ17(3)處理後，以 LCQ 質譜儀分析，

鑑定出的胜肽約涵蓋 40%的 Topo IIα 序列，標示於表一的 in vitro 實驗組中，偵

測到十個帶有半胱胺酸的胜肽，包括 Cys-104、-216、-300、-392、-405、-427、

-733、-997、-1008 及-1145，其中 Cys-427、-733 及-997 為被 HQ17(3)修飾的位

置，MS/MS 圖譜如圖三 A~C；其餘未被修飾的含半胱胺酸胜肽則列於附圖三 A~F。

如圖三 D 所標示，此試管實驗及細胞內實驗結果顯示 HQ17(3)的確能夠與 Topo 

IIα 的數個半胱胺酸反應。 

3.1.2 HQ17(3)抑制 Topo IIα 酵素的解螺旋活性 

為證實 HQ17(3)是否可藉由與酵素反應而抑制酵素活性，實驗設計利用將酵

素與 HQ17(3)先進行反應後才加入超螺旋 DNA，以觀察酵素解開超螺旋 DNA 的

活性是否降低。從試管 DNA relaxation 實驗中 (圖四 A)，觀察第 5 分鐘及第 20

分鐘所剩餘的 supercoiled DNA 的比例變化，可發現比例從 35%減少至 11%，然

而即使延長反應時間至 60 分鐘或是 360 分鐘，所剩餘比例僅降低至 9%及 8%。

當以酵素比上藥物的莫耳比為 1:200 的前處理反應實驗條件下，剩餘的超螺旋

DNA的比例則是從57%減少至29%，即使延長反應時間至60分鐘或是360分鐘，

所剩餘比例僅降低至 24%及 22%，此結果顯示 HQ17(3)與酵素反應後，酵素解螺

旋的活性被 HQ17(3)抑制。當酵素比上藥物的莫耳比為 1:800 的前處理反應實驗

條件下，所剩餘的超螺旋 DNA 的比例為 100%，顯示以更高比例的 HQ17(3)的

前處理完全抑制 Topo IIα 活性 (圖四 B)。 

更進一步藉由加入還原劑以觀察 HQ17(3)是否因 DTT 還原劑的存在而失去

與 Topo IIα 反應的作用。從試管 DNA relaxation 實驗觀察得到 (圖五)，40 μM 

HQ17(3)的處理下造成剩餘的超螺旋 DNA 的比例從 1%增加為 50% (比較 lane 2

及 lane 4)，加入 DTT 及 HQ17(3)的處理組別則是仍有 58%的剩餘超螺旋 DNA 

(lane 5)，顯示 HQ17(3)抑制 Topo IIα 活性的活性並不因 DTT 的存在而受影響。

另一方面，此反應條件下，DTT 並不影響酵素活性 (lane 3)。 
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3.1.3 HQ17(3)造成 Topo IIα 導致的 DNA 斷裂 

    由試管實驗方法觀察得到 HQ17(3)造成 Topo IIα 導致的 DNA 斷裂情形增加 

(linear form DNA)。從圖六 A 結果中發現，Topo IIα 的處理並不會造成 linear form 

DNA 的產生 (Lane 2)，30 μM HQ17(3)的處理並未造成顯著地 Topo IIα 導致的

DNA 斷裂 (Lane 5)。當增加 HQ17(3)的濃度於 100 μM 時，發現 linear form DNA

明顯增加，與 Topo IIα 的處理組別相比，約有 4 倍的上升 (Lane 6)。VP-16 的處

理為陽性對照組，明顯增加 Topo IIα 導致的 DNA 斷裂 (Lane 3)。Proteinase K 的

處理則是用於證明出現的 linear form DNA為蛋白質-DNA複合體所造成的產物，

此實驗的平均結果及分析如圖六 B 所示。 

    另一方面觀察Huh7細胞中也有HQ17(3)造成Topo IIα-DNA複合體的累積的

現象發生。利用 ICE bioassay 方法，觀察 Topo IIα-DNA 複合體的比例變化。如

圖七 A 所示，於未經藥物處理的組別中可見 free Topo IIα 出現在 fraction 1~4 (佔

93%)，而僅 7%的 Topo IIα 出現於 fraction 5~8；於 HQ17(3)處理的組別 (30 μM)

中，約有 30%的 Topo IIα 出現於 fraction 5~8，實驗的平均結果及分析如圖七 B

所示。進一步發現細胞內因 HQ17(3)的處理而造成 γ-H2AX 增加的情形。如圖八

A 及圖八 C 所示，10 μM HQ17(3)的處理造成帶有 γ-H2AX 的細胞比例從 9%上

升至 35%。另一方面，比較 HL-60 及 HL-60/MX2 細胞中的 γ-H2AX 增加程度，

可見 HQ17(3)造成發生 γ-H2AX 的 HL-60 細胞比例從 20%上升到 70%，然而

HL-60/MX2 細胞中則並未發現此現象 (圖八 B)。將兩株細胞的結果整合於圖八

C，由此結果可歸納出 HQ17(3)於 Huh7 細胞及 HL-60 細胞中造成 DNA 斷裂。另

一方面，利用西方墨點法再次確認 Huh7 細胞中 γ-H2AX 的增加情形，HQ17(3)

處理細胞 45-及 90 分鐘後，明顯造成 γ-H2AX 的增加 (圖八 D)。 

3.1.4 HQ17(3)促進 DNA 受損相關基因的表現 

    HQ17(3)的處理導致 DNA 受損相關基因表現量上升。所觀察的基因包括
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DDIT3、GADD45A、GADD45G、Mouse double minute 2 homolog (MDM2)、three 

prime repair exonuclease 1 (TREX3)及 ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR)；

這些基因是將 HQ17(3)處理 Huh7 細胞四小時後，收集 RNA 以 microarray 分析所

得到上升 2 倍以上的基因 (黃政博，博士論文，2008)。本篇研究中以 real-time PCR

的方式確認這些基因的變化，於 Huh7 細胞中處理 HQ17(3)不同時間之後，發現

若干基因表現量於 4 小時處理後明顯上升，變化量持續上升至 12 小時，包括

DDIT3、GADD45A 及 GADD45G，然而 ATR、TREX1 及 MDM2 則無明顯變化 (圖

九 A)。 

    同樣在 HL-60 細胞 中，發現以 HQ17(3)處理細胞四小時後，DDIT3、GADD45A

及 GADD45G 基因表現量明顯上升，分別為 7-、3-及 8 倍的增加，而在 HL-60/MX2

細胞中的上升倍數僅分別為 3-、1.5-及 4 倍的增加，結果顯示這些基因於 HL-60

細胞中的變化較 HL-60/MX2 更為明顯 (圖九 B)。由以上結果歸納出 DNA 受損

相關基因的表現與 HQ17(3)造成的 Topo II poison 有關。 

3.1.5 HQ17(3)促進 Huh7 細胞進行細胞凋亡 

    利用 ACP assay 發現 HQ17(3)造成細胞生長率下降。未經藥物處理的 Huh7

細胞數目於 72 小時後有 10 倍的細胞生長率增加，而經 HQ17(3)以 2-、5-及 10 μM

的處理之後，則僅有 8-、6-及 4 倍的生長倍率 (72 小時)，顯示為細胞生長受抑

制 (圖十 A)，而 HQ17(3)對細胞的毒性 [median effective concentration (EC50)]為

7.3±0.6 μM。 

    進一步研究顯示 HQ17(3)引發細胞凋亡。如圖十 B 所示，於 16 小時 HQ17(3)

處理後，有 23%的細胞顯示出其粒線體膜電位降低。於 24 小時 HQ17(3)處理後，

發現 21%的細胞發生 annexin V+/PI-的情形，無後期凋亡的細胞群 (annexin 

V+/PI+)或是細胞壞死 (annexin V-/PI+)的情況 (圖十 C)。於 48 小時的處理後，

60%及 44%的細胞中分別有 caspase 9 及 caspase 3 活化的現象 (圖十 D)。Poly 

(ADP-ribose) polymerase (PARP)是活化後的 caspase 3 的受質，並且被活化態的
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caspase 3 切成較小的蛋白質 (c-PARP)，利用西方墨點法分析發現細胞內 c-PARP

在 24 小時的 HQ17(3)處理後有上升的現象，說明了 caspase 3 活化的現象 (圖十

E)。     

    當 DNA 受損時，細胞週期可能因此而停滯，故以 DNA 套數的分析觀察細

胞週期的改變，對照組的細胞週期分別如下：G0/G1 期為 52%、S 期為 40%而

G2/M 期為 8%。當細胞接受 HQ17(3) 24 小時的處理後，G2/M 期無明顯變化 (圖

十一 A)。而且在此條件處理下，其他與細胞週期相關的 cyclin B1 及 cyclin D1

則沒有顯著的變化 (圖十 E)。本實驗以 VP-16 (10 μM)為 Topo II inhibitor 造成細

胞週期停滯於 G2/M 期的陽性對照組。然而在 HQ17(3)的處理中 (24 小時)，發

現具 subG1 的細胞比例增加的情況，代表發生 DNA 雙股斷裂，而且發現長時間

48 小時的處理後，具 subG1 的細胞比例上升至 29% (圖十一 B)。 

    另一方面以 caspase 3 抑制劑或是 pan-caspase 抑制劑 (抑制 caspase 1、-3、

-6、-8 及-9)前處理 Huh7 細胞後，HQ17(3)處理所造成的具 subG1 的細胞比例明

顯下降。於 10 μM HQ17(3)處理的組別中發現，比例從 25%降低至 15%及 8%；

20 μM HQ17(3)處理的組別則是從 27%降低至 20%及 10% (圖十一 C)；因此可說

明部分 DNA 斷裂是來自於細胞凋亡。 

3.1.6 氧化壓力為 HQ17(3)促進 Huh7 細胞的凋亡原因之一 

    HQ17(3)除了透過抑制 Topo IIα 的活性而造成細胞毒性外，也引發細胞內氧

化壓力。如圖十二 A 所示，在 HQ17(3)處理 8 小時後，細胞內的 mitochondrial ROS

含量隨著濃度上升而增加。 

    接著將細胞預先處理 NAC 以預防氧化性損傷，再加入 HQ17(3)處理以觀察

各種現象的改變。首先觀察細胞內抗氧化相關基因的表現量改變，於 HQ17(3)

處理 12 小時後，HO-1 及 GCLC 分別有 17 及 6 倍的上升 (圖十二 B)，而 NAC

的前處理則有效減緩 HO-1 及 GCLC 的上升的倍數。DDIT3 及 GADD45A 的表現

量則因 NAC 的處理而分別從 11 倍降至 7 倍或 6 倍降至 3 倍，但 GADD45G 則不
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受 NAC 的影響。另外，各類細胞凋亡的現象，包括 MMP 的喪失、subG1 比例、

caspase 9 及 caspase 3 的活化程度，皆因 NAC 的前處理而有不等程度的減輕，約

降低 50~65%的細胞比例 (如圖十二 C)，以上這些結果顯示氧化壓力是 HQ17(3)

造成細胞凋亡的原因之一。而 annexin V+/PI-的比例僅些微下降。 

    另一方面，HQ17(3)所造成的 Topo IIα-DNA 複合體的累積及增加的 γ-H2AX

量並未因 NAC 的前處理而降低 (圖十三 A 與 C)。由統計圖中顯示，不管在有無

NAC 前處理的條件下，HQ17(3)誘導的 Topo II poison 現象並不因此而具有顯著

差異 (圖十三B與D)。已知VP-16所造成的Topo II poison已知與氧化壓力無關，

因此 Topo II poison 的現象比例並未因 NAC 的處理而改變 (圖十三 B 與 D)。由

本結果中可得知，氧化壓力並非 HQ17(3)導致 Topo II poison 的機制。 

    進一步觀察細胞存活率的改變 (72 小時)，發現 NAC 的預先處理並未能拯救

HQ17(3)造成的 Huh7 細胞死亡。以 5 及 10 μM HQ17(3)的處理分別造成 30%與

50%的細胞死亡。加入 NAC 預先處理的細胞，其存活率並沒有因此改變 (圖十

三 E)。已知 HQ 可透過氧化壓力造成細胞死亡，於 NAC 的前處理下，HQ (60 μM)

造成降低的細胞存活率從 20%上升至 70%，因而當做 NAC 拯救細胞的陽性對照

組。以上結果顯示氧化壓力為 HQ17(3)造成的 Huh7 細胞凋亡的部分原因，而並

非主要細胞死亡的原因。 

3.2 HQ17(3)之抗氧化性損傷機制探討 

3.2.1 HQ17(3)對於 WS1 細胞株活性的影響 

    首先針對 HQ17(3)對 WS1 細胞存活率影響的測試，經 72 小時的不同濃度藥

物處理，發現細胞存活率隨濃度的增加而下降，計算此 EC50 為 2.6 ± 0.2 μM (圖

十四 A)。為觀察 HQ17(3)幫助細胞抵抗氧化性損傷的效果，因此接下來的研究

實驗設計選用的作用濃度皆低於 1 μM (low micromolar 的範圍)，以避免細胞毒性

的影響。另一方面，0.5~1 μM 濃度範圍的 HQ17(3)並未引起細胞內 ROS 含量的
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變化，且未改變細胞的正常大小 (圖十四 B~C)。 

3.2.2 HQ17(3)降低 H2O2造成的脂質過氧化 

    以 DCFDA 染劑檢測發現 H2O2增加了細胞中的 ROS 含量。ROS 含量以 mean 

of fluorescence intensity (MFI)表示，MFI 值從 17 上升至 40， HQ17(3)的前處理

組別的 MFI 值明顯降低至 25 (圖十五 A 及 B)。另一方面，選用 mitoSOX 染劑可

測定粒線體內的超氧自由基含量。HQ17(3)的前處理也能將因 H2O2 處理而帶有

高含量粒線體超氧自由基的細胞比例從 50%降低至 19% (圖十五 C 及 D)。 

  脂質過氧化為 H2O2 所造成的一種氧化性傷害。實驗結果顯示，H2O2 的處理

造成 21%的細胞發生脂質過氧化 (8 小時，圖十六 A)；圖十六 B 為統計圖，顯

示 HQ17(3)具有降低脂質過氧化的活性，脂質過氧化的細胞比例由 21%降低至

9%。單獨 HQ17(3)處理的組別與未經處理的細胞組別之間並未具有顯著差異，

代表 HQ17(3)本身未造成影響。 

3.2.3 HQ17(3)減少 H2O2造成的細胞死亡 

  HQ17(3)除能減少 H2O2 引起的物理性傷害外，例如脂質過氧化，最終能降

低 H2O2 造成的細胞凋亡。如圖十七 A 所示，100 μM H2O2 (8 小時)的處理增加

了 13%的細胞群發生 MMP 下降的情形、23% 及 20% 的細胞群發生 caspase 9

及 caspase 3 的活化，HQ17(3)的前處理皆能夠有效降低這些細胞凋亡發生的比

例。  

    進一步以 H2O2 處理 8 及 24 小時後觀察 DNA 斷裂 (subG1 population)的情

形，其細胞比例分別增加了 11%及 27% (圖十七 B 及 C)。在 HQ17(3)預先處理的

組別裡，細胞內 DNA 斷裂情形則分別降低至僅剩 7%及 15%。 

    更進一步藉由分析細胞存活率以確認 HQ17(3)能有效抵抗 H2O2 引起的細胞

死亡，由圖十八 A 的細胞存活率變化中，可看出不同濃度 H2O2 的處理引發細胞

不同程度的死亡 (H2O2處理，黑色柱狀圖)。HQ17(3)的前處理則能夠提升細胞存
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活率，隨 HQ17(3)的處理濃度增加 (0.5-、0.75-及 1 μM)，細胞存活率提升的比

例越高。另外使用 buthionine sulfoximine (BSO)抑制細胞內的 GSH 生成以造成內

生性的氧化壓力，發現 HQ17(3)也能有效提升此種氧化壓力所降低的細胞存活率 

(圖十八 B)。HQ17(3)不只是在 WS1 細胞中有保護的效果，於另一株人類肺臟纖

維母細胞 (MRC5)中也有同樣的趨勢 (圖十八 C)。 

3.2.4 HQ17(3)修飾 Keap1 的半半胱胺酸 

    進一步利用質譜鑒定方法分析發現HQ17(3)具有與Keap1蛋白質的半胱胺酸

反應的活性。將 WS1 細胞處理 HQ17(3)五小時後，萃取細胞質內 Keap1，以質

譜儀分析其胜肽圖譜。此結果顯示於圖十九 A，灰色底色為被偵測到的部分，偵

測到約 10%的 Keap1 胺基酸片段，其中包含五個半胱胺酸位點。Cys-77、-249、

-288 及-297 四個位點具有 HQ17(3)的修飾 (圖十九 B~E)；然而 Cys-241 這個位

點則沒有被 HQ17(3)所修飾。另一方面，利用 recombinant Keap1 與 HQ17(3)進行

試管中的反應，發現其它的半胱胺酸位點也能被HQ17(3)修飾，包括 Cys-13、-14、

-288、-319、-368、-489、-613、-622 及-624，而 Cys-226、-273 及-297 則沒有被

修飾。HQ17(3)與 Keap1 的半胱胺酸反應位點結果整理列於表二，於這兩個實驗

結果中發現 Cys-288 是共同被修飾的位點。 

3.2.5 HQ17(3)活化 Nrf2 

    以免疫組織化學染色方式觀察 HQ17(3)誘導 Nrf2 進入細胞核的變化 (如圖

二十 A)。綠色螢光為 Nrf2，紅色為 PI 染色 (代表細胞核)。於未處理組別中觀察

到綠色螢光分佈於細胞質中，當細胞經 6 小時的 HQ17(3)或是 tBHQ 處理後，發

現細胞核內綠色螢光訊號增加。從 merge 的圖中顯示細胞核的顏色為黃色，表示

綠色螢光與紅色螢光重疊代表 Nrf2 進到細胞核內。tBHQ 做為誘導 Nrf2 活化的

陽性對照組，其為食品中所添加的一類抗氧化劑，結構以 HQ 為主體，並帶有一

個 tert-butyl 基團。Anti-FLAG 的組別為染色的陰性對照組。接著利用西方墨點
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法確認細胞核中的 Nrf2 的含量變化，隨著處理藥物濃度 (0.25-、0.5-及 0.75 μM)

的增加，細胞核內的 Nrf2 的含量有 1.6-、2.8-及 2.5 倍的上升 (圖二十 B)；當處

理時間 3-及 6-小時後，也觀察到細胞核內的 Nrf2 含量上升 3.2-及 4.0 倍 (圖二十

C~D)。 

    進一步利用電穿孔法讓 WS1 細胞帶有 ARE 序列的冷光報導基因質體 (結

構如附圖四)，以證明藥物促使 Nrf2 進入細胞核中，並具有活化下游基因表現的

活性。當 HQ17(3)處理細胞不同時間後，所表現的冷光報導蛋白質活性隨著時間

增加而具有上升的趨勢，由圖二十 E 顯示 Nrf2 的活性於 9-及 15-小時有約 2.5-

至 3.0 倍的增加程度。综合以上結果說明，HQ17(3)不僅能促使 Nrf2 進入細胞核

內，並且具有增加下游基因表現的活性。 

3.2.6 HQ17(3)促進 HO-1 的表現 

    接著觀察細胞內 Nrf2 下游基因的表現量改變。首先利用基因表現微陣列晶

片分析藥物處理細胞後的基因表現改變，將0.5 μM HQ17(3)處理細胞12小時後，

以 Human Genome U133 Plus 2.0 Array 的晶片做分析，並以控制組作為基準，挑

選訊號升高超過 1.5 倍並且同樣出現於兩片晶片的基因群，從中找到五個與抗氧

化相關的酵素 (圖二十一 A)，包括：GSTT1、GSTP1、Superoxide dismutase 1 

(SOD1)、HO-1 及 GCLC。以 PCR 的方法確認 GST 家族基因表現量的改變，發

現 GSTT1 基因表現量過低而無法被偵測到，另一方面觀察 GSTP1 及 GCLC 的

mRNA 含量則無明顯改變， (圖二十一 B)。另外，於微陣列晶片分析中發現 HO-1

基因表現量有 1.8 倍的上升，同樣以 PCR 方法做確認，發現以 0.75 μM HQ17(3)

的處理可促進 HO-1 的表現量，包括 mRNA 含量及蛋白質含量。HO-1 mRNA 的

含量於 12 小時的處理有 2.2 倍的上升趨勢 (圖二十一 B)，此結果統計圖如圖二

十一 C 所示。HO-1 蛋白質的含量也隨時間點及濃度增加而有上升的變化 (圖二

十一 D~F)，以 0.25-、0.5-及 0.75 μM HQ17(3)處理 16 小時後，HO-1 蛋白質增加

了 1.4-、3.1-及 4.4 倍 (圖二十一 D)；以 0.75 μM HQ17(3)處理 12~16 小時，HO-1
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蛋白質上升了 1.3~3.6 倍 (圖二十一 E)，此結果統計圖如圖二十一 F 所示。 

3.2.7 HQ17(3)透過活化 Nrf2 路徑而具有保護細胞的效果 

    更進一步利用降低 Nrf2 蛋白質證實 HQ17(3)透過活化 Nrf2 而具有保護細胞

的效果。DZ 是一種去氧寡核酸組成的類酵素，由於帶有與標的基因互補的序列，

因而可接上該基因的 mRNA，形成一 DNA/RNA 的結構，藉由其催化區的作用

而 可 將 該 mRNA 切 斷 。 此 催 化 區 為 一 段 十 五 個 核苷 酸 序 列

(5’-GGCTAGGTACAACGA-3’) ，該 mRNA 被切斷的位置位於 RY 間的

phosphodiester bond (R=A or G, Y=C or U) 62。本實驗的目標基因為 Nrf2，RY 序

列為 UA (圖二十二 A，底線標示)，以轉染的方式將 DZ-C (C 指 scramble 序列，

並未針對任何基因)及 DZ-N (N 指 Nrf2)送進細胞中。實驗結果觀察得到，與 DZ-C

相比，以 DZ-N 處理細胞後降低 50%的 Nrf2 基因表現量 (圖二十二 B)。除此之

外，以西方墨點法觀察發現 DZ-N 的處理也降低 90%總 Nrf2 蛋白質含量 (圖二

十二 C)。於細胞總蛋白質分析中發現，經 HQ17(3)的處理後，Control 或是 DZ-C

處理的細胞組別的 Nrf2 總含量，皆有 2.1-及 2.2 倍的上升趨勢 (圖二十二 C)，但

mRNA 含量並未明顯上升 (圖二十二 B)，說明了 HQ17(3)的處理可增加 Nrf2 的

穩定性。另一方面發現，當缺乏 Nrf2 蛋白質時，HQ17(3)的處理下也並未增加

HO-1 的表現 (圖二十二 C)，顯示 HO-1 的表現與 Nrf2 的調控相關。此實驗結果

可輔助說明 HQ17(3)透過穩定 Nrf2 並活化 Nrf2 及促進表現相關抗氧化基因。 

已知 HQ17(3)能夠有效保護細胞免於 H2O2 處理造成的細胞死亡 [圖十八 A

及圖二十二 D (Control 及 DZ-C 的組別中標記 a 的趨勢)]，然而在缺乏 Nrf2 的情

況下 (DZ-N 的組別)，H2O2 處理造成的細胞死亡未能因 HQ17(3)的前處理而被避

免 (標記 b 的趨勢)。因此根據以上這些實驗結果，可輔助說明 HQ17(3)透過 Nrf2

分子而提供保護細胞免受於氧化性傷害的效果。另外，DZ-C 及 DZ-N 的處理並

未影響細胞活性 (圖二十二 D，未處理 H2O2 的白色柱狀組別)。HQ17(3)的單獨
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處理也未影響 Control、DZ-C 及 DZ-N 組別的細胞存活率 (圖二十二 D，未處理

H2O2 的黑色柱狀組別)。  
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四、結論 

    本篇研究首先針對 HQ17(3)的化學特性及高濃度處理對 Huh7 細胞產生細胞

毒性的機制進行探討。發現 HQ17(3)可修飾 Topo IIα 蛋白質的半胱胺酸，並導致

Topo II poison，其現象包括累積 Topo IIα-DNA 複合體、DNA 斷裂及引發細胞凋

亡。另一方面，Huh7 細胞發生細胞凋亡的部分原因來自於 HQ17(3)造成的氧化

壓力，然而 Topo II poison 為主要造成細胞死亡的原因 (圖二十三)。此部分研究

成果已發表於國際期刊 Chemical Research in Toxicology 中 63。 

本篇另一部分研究發現 HQ17(3)具有幫助細胞抵抗氧化性損傷的特性。實驗

設計中所使用的低濃度為 low micromolar 的範圍 (<1 µM)，對於細胞並不會造成

毒性，與毒殺癌細胞所使用的濃度 (micromolar 範圍)1 相比則是明顯偏低。從

WS1 皮膚細胞實驗中，也證明了 HQ17(3)與 Keap1 的半胱胺酸反應，且於低濃

度下可活化 Nrf2 轉錄因子，並提升抗氧化酵素基因 HO-1 的表現。活化此機制

能夠幫助細胞減輕因 H2O2 造成氧化性傷害 (圖二十四)。 

綜合以上結果，本篇論文研究發現 HQ17(3)具有與蛋白質的硫醇基反應的活

性，藉由此特性可引發細胞內的不同反應。於高濃度使用下不僅抑制 Topo IIα 的

活性而具有抗癌的效用；低濃度的使用則能修飾 Keap1、引發 Nrf2 路徑而具有

抵抗氧化性傷害的效果，因此其結構也可作為先導藥物以研發結構相似並具相似

活性的化合物。 
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五、討論 

本篇研究證實 HQ17(3)具有與蛋白質的硫醇基反應的特性。首先根據 Topo 

IIα 蛋白質的實驗結果討論，從細胞實驗中發現，HQ17(3)可與 Topo IIα 的 Cys-427

反應，而試管實驗中則是發現了 HQ17(3)修飾 Cys-427、-733 及-997 三個位點。

Cys-427-HQ17(3)的產物出現在這兩組實驗結果中，推測該位點為容易與HQ17(3)

反應的位置。HQ17(3)接上這三個半胱胺酸對 Topo IIα造成的改變可能為：1) 由

於Cys-427位於ATPase domain，當其被修飾時可能影響ATP水解，因而影響Topo 

IIα解螺旋活性；2) Cys-733 及-997 則位於 DNA breakage-reunion domain，當

HQ17(3)接在這些位置上可能影響蛋白質的空間結構而抑制其 catalytic cycle。 

HQ 具有與硫醇基反應的活性，也會造成 Topo IIα 導致的 DNA 斷裂 26。由

於 HQ17(3)帶有 HQ 結構，因此推測 HQ17(3)可能利用此部分與蛋白質的硫醇基

反應 (圖二十五 A)。另一方面，已知 HQ17(3)的抗氧化活性及細胞毒性都較

HQ17(2)及 HQ17(1)高 3，這三者的結構差異僅來自支鏈上的雙鍵數不同，因此推

論支鏈的結構也可能參與於小分子與硫醇基的反應。HQ17(3)修飾 Topo IIα 的半

胱胺酸位點可能阻礙了蛋白質的空間結構，影響 catalytic cycle 的進行而造成

DNA 斷裂。從本篇研究的試管實驗結果中，可推論 HQ17(3)將 topoisomerase 

catalytic cycle 停滯在 Topo IIα-DNA 複合體的階段，因此而造成 Topo IIα 導致的

DNA 斷裂 (圖二十五 B)。 

已知仍有Topo IIα的數個半胱胺酸具有與小分子反應的活性，根據Lin et al., 

2011 的研究指出，isothiocyanates 類的小分子可與數個半胱胺酸反應以形成共價

鍵結，並且因此抑制 Topo IIα 的活性。他們的研究發現，帶有不同支鏈的

isothiocyanates 小分子與 Topo IIα 的各個半胱胺酸有著不同的反應活性 27,64。另

一方面，已知 BQ 為 HQ 的氧化態，而 BQ 可與 Topo IIα 的 Cys-392 及-405 反應

28，此與 HQ17(3)作用的位點不同，推測此差異來自於 HQ17(3)的長支鏈而造成

影響，可能是空間上的結構而使得 HQ17(3)更傾向於與 Cys-427 位點反應。然而
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細胞內蛋白質的高複雜度也限制了質譜儀的靈敏度，以及細胞內不只 Topo IIα 為

HQ17(3)反應的目標蛋白質，因此在細胞實驗中的結果僅偵測到三條帶有半胱胺

酸的胜肽，此結果並無法排除其他位點與 HQ17(3)反應的可能性。 

另一方面，從本篇實驗結果中可推論得知 HQ17(3)的作用方式與 VP-16 並

不相同。因為實驗方法的設計為將 HQ17(3)與酵素先反應後再加入 DNA 才起始

反應，此種反應方式便可抑制酵素活性，推論 HQ17(3)可與蛋白質直接反應而抑

制蛋白質活性，並不需有 DNA 的存在。 

Huh7 細胞經 HQ17(3)處理後，發生 DNA 斷裂的情形。這現象對於細胞是

一種基因不穩定的壓力，容易促使細胞走向凋亡。本研究發現 DDIT3 及 GADD45

基因的上升，顯示細胞內的 DNA 受到損傷，GADD45 家族基因包括 GADD45A、

GADD45B 及 GADD45G，除因為 DNA 損傷而上升，也可因細胞內自由基含量增

加導致氧化壓力上升而表現量增加。於先前研究指出，在 myeloblastic leukemia 

或是 lung carcinoma 細胞株中大量表現 GADD45 基因，其與細胞凋亡程度成正

比 32。 

於 NAC 的預先處理細胞條件下，觀察到包括 MMP 喪失、caspase 的活化

及具有 subG1 細胞的比例，都有部分減輕的情形，顯示氧化壓力為 HQ17(3)造成

凋亡的原因之一。但細胞膜內膜外翻的損傷情況並未能因 NAC 的前處理而有效

地降低 (NAC 前處理的方式將其比例由 21%降至 18%，於統計上並不具有顯著

差異)，推測可能是 HQ17(3)的支鏈和細胞膜的結構類似，因而卡在膜上造成膜

的損傷。 

造成 DNA 斷裂有數個可能的原因，除了抑制 Topo II 活性而造成 DNA 斷

裂外，氧化壓力也是原因之一，而細胞凋亡的其中一個現象也會發生DNA 斷裂，

也就是具有 subG1 的細胞群。首先本實驗中以 caspase 3 抑制劑及 pan-caspase 抑

制劑處理細胞後，發現可降低 HQ17(3)引起的 subG1 比例。另一方面，在 NAC

預先處理細胞的實驗中，發現 NAC 可預防部分的細胞凋亡，包括了 subG1 的細

胞比例，以及降低 DDIT3 及 GADD45A 這兩個 DNA 受損相關基因的表現。然而
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從 ICE bioassay 結果發現 NAC 的前處理並無法有效防止 HQ17(3)造成的 Topo 

IIα-DNA 複合體的形成。由此推測 DNA 斷裂的現象，除了是細胞凋亡及氧化壓

力造成之外，Topo II poison 所導致的 DNA 斷裂是無法被 caspase 抑制劑或是抗

氧化劑的處理而被預防的，因此更可說明 Topo II poison 為 HQ17(3)造成 Huh7 細

胞死亡的主要原因。 

於先前的研究中指出，HQ17(3)於 HL-60 細胞中除了因 Topo II poison 的作

用方式外，另一方面也透過造成氧化壓力而引發細胞毒性 1。與本研究相比較，

Huh7 細胞及 HL-60 細胞對於 HQ17(3)造成的氧化壓力顯然有不同的感受程度，

推測造成此差異的原因為細胞來自於不同的器官組織。Huh7細胞為肝癌細胞株，

肝臟原本就是處理藥物代謝的器官，因此對於氧化壓力的閾值可能比其他器官的

細胞高，與 HL-60 血癌細胞相比，Huh7 對氧化壓力耐受性應較高，可能是透過

表現抗氧化的酵素 (如 HO-1 及 GCLC)以清除過多的自由基。因此可輔助說明在

Huh7 細胞中，HQ17(3)所引發的氧化壓力以造成的細胞毒性並不如 Topo II poison

劇烈。 

目前已發現許多天然物小分子具有抗癌活性外，也具有預防氧化性損傷的效

用，並且能防止正常細胞因氧化性損傷而失去正常的功能調節，例如 sulforaphane、

curcumin65 及 resveratrol。舉例說明，sulforaphane 於高濃度使用時可當作是 Topo 

II poison 而促進癌細胞凋亡 27，於低濃度使用時也可透過引發 Nrf2 活化而降低

細胞內氧化性損傷以維持細胞正常活性 39,66，於本篇研究中則證實 HQ17(3)也具

有相同的特性。 

目前已知 Cys-151、-273 及-288 為主要 Keap1 調控 Nrf2 活性的樞紐胺基酸，

若將 Cys-273 及-288 做點突變後，會降低 Keap1 將 Nrf2 接上 ubiquitin 的活性而

喪失抑制 Nrf2 的功能，使得總 Nrf2 蛋白質含量因此增加，顯示 Nrf2 的穩定性

增加 43。其他文獻指出，當將 Cys-151 替換成其他胺基酸時，Keap1 便與 Cul3

分開，因此無法以 ubiquitin 系統降解 Nrf2，而造成 Keap1 持續性地抑制 Nrf243。

至於其他半胱胺酸位點的功能性探討，若將 Cys-257 及-297 做點突變後，此種改
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變對 Keap1 抑制 Nrf2 的能力沒有影響 50。研究指出，一天然物小分子

15-deoxy-D12,14-prostaglandin J2已知可對Cys-273修飾而增加Nrf2的穩定性 43。

本研究以質譜儀方法分析發現，Cys-288 位點的修飾出現於 WS1 細胞 Keap1 及 

recombinant Keap1 的結果中，可能是最容易與 HQ17(3)反應的位點。另外，的確

觀察到 Nrf2 的總蛋白質含量因為 HQ17(3)的處理而上升，此結果推測與 Cys-288

的修飾有關。然而在分析中並未偵測到帶有 Cys-151 的胜肽訊號，因此無法排除

HQ17(3)與之反應的可能性。 

於 WS1 細胞中證明 HQ17(3)具有幫助細胞抵抗氧化性損傷的效果，可將此

概念應用到臨床上。皮膚細胞經常接受到 UV 輻射刺激，容易產生氧化性損傷，

而造成細胞老化或甚至是癌症病變。以 sulforaphane 為例，已知為 Nrf2 活化誘導

物，藉由外部塗抹給藥的方式能夠幫助人類或是老鼠皮膚組織細胞中 Nrf2 的活

化，因而抵抗 UVA 引起的傷害 67，因此 HQ17(3)也有此臨床應用的潛力。 
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表 一、 HQ17(3)修飾 recombinant Topo IIα 及 Huh7 細胞 Topo IIα 的半胱胺酸 a  

 

 

 

 

 

 

a#：未被偵測到的胜肽；+：帶有 HQ17(3)修飾的胜肽；-：未帶有 HQ17(3)修飾的胜肽。 

  

Cys position Sequence in vitro Huh7
C104 K.MSCIR.V - #
C170 # #
C216 R.AGEMELKPFNGEDYTCITFQPDLSK.F - #
C300 K.VIHEQVNHRWEVCLTMSEK.G - #
C392 K.SFGSTCQLSEK.F - #
C405 K.AAIGCGIVESILNWVK.F - #
C427 K.CSAVK.H + +
C455 # #
C733 K.VLFTCFKRNDK.R + -
C862 # #
C997/C1008 K.LQTSLTCNSMVLFDHVGCLKK.Y + (997) #
C1145 K.DELCRLRNEK.E - -
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表 二、HQ17(3)修飾 WS1 細胞 Keap1 及 recombinant Keap1 的半胱胺酸 a 
domain Cysteine Sequence WS1 in vitro 

N-terminal 

C13 R.PSGAGACCR.F # + 
C14 R.PSGAGACCR.F # + 
C23   # # 
C38   # # 

BTB 

C77 R.LSQQLCDVT LQVK.Y + # 
C151   # # 
C171   # # 

central linker 

C196   # # 
C226 K.QEEFFNLSHCQLVTLISR.D # - 
C241 R.CESEVFHACINWVK.Y - # 
C249 R.CESEVFHACINWVK.Y + # 
C257   # # 
C273 R.CHSLTPNFLQMQLQK.C # - 
C288 K.CEILQSDSR.C + + 
C297 R.CKDYLVK.I + - 
C319 K.PTQVMPCR.A # + 

Kelch 

C368 R.SGLAGCVVGGLLYAVGGR.N # + 
C395   # # 
C406   # # 
C434   # # 
C489 R.LNSAECYYPER.N # + 
C513   # # 
C518   # # 
C583   # # 

C-terminal 

C613 R.SGVGVAVTMEPCR.K # + 
C622 K.QIDQQNCTC # + 
C624 K.QIDQQNCTC # + 

 
a#：未被偵測到的胜肽；+：帶有 HQ17(3)修飾的胜肽；-：未帶有 HQ17(3)修飾的胜肽。 
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A.  
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C.                                        
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圖 一、HQ17(3)與 decapeptide 上的硫醇基反應 

將 HQ17(3) (200 μM)與 decapeptide (500μM)反應 24 小時後以質譜儀分析產物。(A) HQ17(3)質譜

分析圖。(B) HQ17(3)與 decapeptide 反應產物層析圖。(C) decapeptide 及(D) decapeptide-HQ17(3) 

二次裂解質譜圖。◆為裂解前的母分子。＊為帶有 HQ17(3)修飾的胜肽，小圖表中的灰色底標示

代表被偵測到的片段。  

Mass-to-charge (m/z)

R
el

at
iv

e 
in

te
ns

ity

HQ17(3)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Retention time (min)

R
el

at
iv

e 
ab

un
da

nc
e

Decapeptide Decapeptide-HQ17(3) adduct

L   N   V   R   C*   E   S   E   V   F
b5*

y9*

b6* b7* b8* b9*

b2

L   N   V   R   C   E   S   E   V   F

y2

b8b3 b4 b6 b7

y1

b9

b y 
L 114.0924 
N 228.1354 1082.4935 
V 327.2038 968.4506 
R 483.3049 869.3822 
C 586.3141 713.2811 
E 715.3567 610.2719 
S 802.3887 481.2293 
E 931.4313 394.1973 
V 1030.4997 265.1547 
F 166.0863 

b y
L 114.0924 
N 228.1354 1422.7435*
V 327.2038 1308.7006*
R 483.3049 1209.6322*
C* 926.5541* 1053.5311*
E 1055.5967* 610.2719 
S 1142.6287* 481.2293 
E 1271.6713* 394.1973 
V 1370.7397* 265.1547 
F 166.0863 

92
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圖 二、HQ17(3)與 Huh7 細胞內 Topo IIα 的半胱胺酸反應 

以 10 μM HQ17(3)處理 Huh7 細胞 5 小時後，收取細胞核中的 Topo IIα 蛋白質並以質譜儀進行分

析。(A) Topo IIα 蛋白序列，被偵測到的胜肽以灰色底標示，被偵測到的胜肽帶有半胱胺酸者以

底線標示。(B) C*SAVK 的 MS/MS 圖譜，右表為各胜 肽的m/z 值，＊為帶有 HQ17(3)修飾的胜肽。  

MEVSPLQPVN ENMQVNKIKK NEDAKKRLSV ERIYQKKTQL EHILLRPDTY IGSVELVTQQ 60 
MWVYDEDVGI NYREVTFVPG LYKIFDEILV NAADNKQRDP KMSCIRVTID PENNLISIWN 120 
NGKGIPVVEH KVEKMYVPAL IFGQLLTSSN YDDDEKKVTG GRNGYGAKLC NIFSTKFTVE 180 
TASREYKKMF KQTWMDNMGR AGEMELKPFN GEDYTCITFQ PDLSKFKMQS LDKDIVALMV 240 
RRAYDIAGST KDVKVFLNGN KLPVKGFRSY VDMYLKDKLD ETGNSLKVIH EQVNHRWEVC 300 
LTMSEKGFQQ ISFVNSIATS KGGRHVDYVA DQIVTKLVDV VKKKNKGGVA VKAHQVKNHM 360 
WIFVNALIEN PTFDSQTKEN MTLQPKSFGS TCQLSEKFIK AAIGCGIVES ILNWVKFKAQ 420 
VQLNKKCSAV KHNRIKGIPK LDDANDAGGR NSTECTLILT EGDSAKTLAV SGLGVVGRDK 480 
YGVFPLRGKI LNVREASHKQ IMENAEINNI IKIVGLQYKK NYEDEDSLKT LRYGKIMIMT 540 
DQDQDGSHIK GLLINFIHHN WPSLLRHRFL EEFITPIVKV SKNKQEMAFY SLPEFEEWKS 600 
STPNHKKWKV KYYKGLGTST SKEAKEYFAD MKRHRIQFKY SGPEDDAAIS LAFSKKQIDD 660 
RKEWLTNFME DRRQRKLLGL PEDYLYGQTT TYLTYNDFIN KELILFSNSD NERSIPSMVD 720 
GLKPGQRKVL FTCFKRNDKR EVKVAQLAGS VAEMSSYHHG EMSLMMTIIN LAQNFVGSNN 780 
LNLLQPIGQF GTRLHGGKDS ASPRYIFTML SSLARLLFPP KDDHTLKFLY DDNQRVEPEW 840 
YIPIIPMVLI NGAEGIGTGW SCKIPNFDVR EIVNNIRRLM DGEEPLPMLP SYKNFKGTIE 900 
ELAPNQYVIS GEVAILNSTT IEISELPVRT WTQTYKEQVL EPMLNGTEKT PPLITDYREY 960 
HTDTTVKFVV KMTEEKLAEA ERVGLHKVFK LQTSLTCNSM VLFDHVGCLK KYDTVLDILR 1020 
DFFELRLKYY GLRKEWLLGM LGAESAKLNN QARFILEKID GKIIIENKPK KELIKVLIQR 1080 
GYDSDPVKAW KEAQQKVPDE EENEESDNEK ETEKSDSVTD SGPTFNYLLD MPLWYLTKEK 1140 
KDELCRLRNE KEQELDTLKR KSPSDLWKED LATFIEELEA VEAKEKQDEQ VGLPGKGGKA 1200 
KGKKTQMAEV LPSPRGQRVI PRITIEMKAE AEKKNKKKIK NENTEGSPQE DGVELEGLKQ 1260 
RLEKKQKREP GTKTKKQTTL AFKPIKKGKK RNPWSDSESD RSSDESNFDV PPRETEPRRA 1320 
ATKTKFTMDL DSDEDFSDFD EKTDDEDFVP SDASPPKTKT SPKLSNKELK PQKSVVSDLE 1380 
ADDVKGSVPL SSSPPATHFP DETEITNPVP KKNVTVKKTA AKSQSSTSTT GAKKRAAPKG 1440 
TKRDPALNSG VSQKPDPAKT KNRRKRKPST SDDSDSNFEK IVSKAVTSKK SKGESDDFHM 1500 
DFDSAVAPRA KSVRAKKPIK YLEESDEDDL F 
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圖 三、HQ17(3)與 recombinant Topo IIα 的半胱胺酸反應 

(A~C) Cys-427*、-733*及-997*的 MS/MS 質譜圖。＊為帶有 HQ17(3)修飾的胜肽。(D) 框選的半

胱胺酸為被 HQ17(3)修飾 recombinant Topo IIα的位點；*是 HQ17(3)修飾細胞內 Topo IIα 的位點。 
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圖 四、不同比例的 HQ17(3)與 Topo IIα 反應而造成不同程度的酵素活性降低 

將 HQ17(3)先與 Topo IIα 反應 20 分鐘後，再將 DNA加入管中於 37 °C 下反應 20分鐘以進行 DNA 

relaxation 反應，產物則以 agarose 膠體分開。 (A) Topo IIα: HQ17(3)的莫耳濃度為 1:200。(B) Topo 

IIα: HQ17(3)的莫耳濃度為 1:800。 

  

Supercoiled  (%)       100     97       65      63      63      63     100    100   100    100    100  

Treatment time (min)                3       30      60     180     360     3       30      60     180     360 
Solvent HQ17(3), 2 µM

Supercoiled

Nicked
Relaxed 

Supercoiled  (%)       100     35       11        9         8        57       29       24       22

Treatment time (min)                 5        20       60     360        5        20       60     360 
Solvent HQ17(3), 1 µM

Supercoiled

Nicked
Relaxed 
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圖 五、DTT 的處理不影響 HQ17(3)抑制 Topo IIα 活性的能力 

試管 DNA relaxation 實驗。將 DNA、HQ17(3)及 Topo IIα 同時加入管中，最後加入 DTT，並於

37 °C 下反應 20 分鐘後，以 agarose 膠體將 nicked、supercoiled 及 relaxed form DNA 分開，觀察

supercoiled DNA 剩餘的百分比變化。  
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圖 六、HQ17(3)的處理增加 Topo IIα 導致的 DNA 斷裂 

於試管 Topo II 誘導 DNA 斷裂的形成實驗方法分析，以 HQ17(3)處理後，觀察 linear form DNA

增加的情形。(A) 將 DNA、藥物及 Topo IIα 同時加入管中於 37 °C 下反應 6 分鐘後，於含 EtBr

的 agarose 膠體中將 nicked、linear 及 supercoiled form DNA 分開，VP-16 為 Topo IIα 導致 DNA 斷

裂的陽性對照組。(B) 統計分析結果並以柱狀圖呈現變化。*代表 p< 0.05。 
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圖 七、HQ17(3)的處理導致 Huh7 細胞中 Topo IIα-DNA 複合體的累積 

不同濃度的HQ17(3)處理觀察Topo IIα-DNA複合體的累積程度。(A) 將細胞處理藥物90分鐘後，

打破細胞並打斷DNA，以CsCl 梯度利用超高速離心以分離蛋白質及DNA，並分成十個 fraction，

以 dot-blot 方式將樣品點在 NC paper 上並以 Topo IIα 抗體辨認 Topo IIα。VP-16 為陽性對照組。

(B) 定量每一反應組別中 fraction 5~8 所占百分比並以柱狀圖呈現變化。*代表 p< 0.05。 
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C.                                         D.  
 
 
 
 
 
 
 
 

圖 八、HQ17(3)的處理導致 Huh7 及 HL-60 細胞中 γ-H2AX 的現象發生 

HQ17(3)處理後觀察 γ-H2AX 的變化。(A~C) 細胞經藥物處理 90 分鐘後，即固定並將細胞打洞

做 IHC 染色。綠色螢光代表 γ-H2AX；藍色為 DAPI 染色代表細胞核。VP-16 為陽性對照組。(A) 

Huh7 細胞染色。(B) HL-60 及 HL-60/MX2 細胞染色。(C) 定量每一處理組別的 γ-H2AX 陽性細

胞數所占百分比並以柱狀圖呈現變化。(D) 以西方墨點法分析 10 μM HQ17(3)於不同時間處理所

造成的 γ-H2AX 的現象改變。*代表 p< 0.05。 
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圖 九、部分 DNA 受損相關基因表現量因 HQ17(3)的處理而上升 

以 real-time PCR 分析 HQ17(3)處理細胞後的 DNA 受損誘導基因表現量變化。(A) Huh7 細胞模

式。(B) HL-60 及 HL-60/MX2 細胞模式，以未處理的細胞組別當作基準，計算處理 HQ17(3)後各

個基因的改變。*代表 p< 0.05。 
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D.                                   E.  

 

 

 

 

 

 

圖 十、HQ17(3)的處理早期引發 Huh7 細胞凋亡 

以 10 μM HQ17(3)處理細胞不同時間後，分析各項凋亡指標的變化。(A) 細胞存活率趨勢。(B~D)

流式細胞儀分析結果：(B) MMP 分析。(C) Annexin V/PI 分析。(D) Caspase 9 及 caspase 3 的活性

分析。(E) 以西方墨點法分析 c-PARP、cyclin B1 及 cyclin D1 蛋白質表現量。Actin 為內部對照

組。 
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圖 十一、HQ17(3)的處理增加 subG1 的比例 

以10 μM HQ17(3)處理Huh7細胞不同時間後，以流式細胞儀分析細胞週期或 subG1比例的變化。

(A) HQ17(3)處理細胞 24小時的 DNA套數變化分析。(B) HQ17(3)處理細胞 24-及 48小時的 subG1

細胞比例變化分析。(C) 觀察 caspase 3 抑制劑及 pan-caspase 抑制劑的前處理 (4 μM，3 小時)對

於 HQ17(3)處理 (48 小時)所造成的 subG1 細胞比例的變化。 
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圖 十二、氧化壓力為 HQ17(3)造成細胞凋亡的部分原因 

(A) HQ17(3)處理細胞後增加 mitochondrial ROS 含量。Huh7 細胞經不同濃度 HQ17(3)處理 8 小時

後，以流式細胞儀偵測並分析變化。(B~C) NAC 前處理 (3 小時，1 mM)影響 HQ17(3)造成的變

化。(B) 以 real-time PCR 分析 NAC 前處理影響 HQ17(3) (10 μM，12 小時處理)造成的基因變化。

(C) NAC前處理影響HQ17(3) (10 μM)造成細胞凋亡的比例。MMP：16小時；annexin/PI及 subG1：

24 小時；caspase 9 及 caspase 3：48 小時。*代表 p< 0.05。 
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圖 十三、NAC 前處理並未防止 HQ17(3)造成的 Topo II poison 及細胞死亡 

(A~D) 以 NAC (1 mM)前處理 Huh7 細胞 3 小時，再加入 HQ17(3)處理 90 分鐘。(A) 以 ICE 方法

觀察細胞內Topo IIα-DNA複合體的累積。(B) 定量每一處理組別的Topo IIα並以柱狀圖呈現Topo 

IIα-DNA 複合體量的變化。(C) 以西方墨點法分析 γ-H2AX 變化。(D) 定量每一處理組別的

γ-H2AX 並以柱狀圖呈現變化。(E) 以 NAC (1 mM)前處理 Huh7 細胞 3 小時後，再加入 HQ17(3)

或是 HQ 處理 72 小時後，並分析細胞存活率。 *代表 p< 0.05。  
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圖 十四、HQ17(3)對於 WS1 細胞的細胞活性影響 

(A) 不同濃度的 HQ17(3)於 72 小時的處理影響細胞活性的程度不同。此實驗結果重複三次並於

圖上標示 SD 值。(B) 以流式細胞儀觀察低濃度 HQ17(3)對 ROS (DCFDA 染色)造成的變化，以

MFI 表示。(C) 觀察細胞大小及顆粒性變化。* 代表 p< 0.05。 
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圖 十五、HQ17(3)的前處理降低 H2O2產生的自由基含量 

細胞經 HQ17(3)前處理後 (0.5 μM，16 小時)，再加入 H2O2 (6 小時處理)處理後以流式細胞儀觀

察自由基含量變化。(A) 以 DCFDA 染劑觀察細胞自由基含量 (MFI)。(B) DCFDA 染劑觀察

HQ17(3)對於 H2O2 處理所造成的自由基含量變化統計圖。實驗重複三次並於圖上標示 SD 值。(C) 

HQ17(3)的前處理降低 H2O2所引發粒線體超氧自由基 (mitochondrial superoxide，以 MitoSOX 染

色)的細胞比例，以百分比表示。(D) 具多量粒線體超氧自由基的細胞比例變化統計圖。實驗重

複三次並於圖上標示 SD 值。* 代表 p< 0.05。 
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圖 十六、HQ17(3)前處理降低 H2O2 造成的脂質過氧化 

以 HQ17(3) (0.5 μM，16 小時)前處理細胞，再處理 H2O2 (100 μM) 8 小時後，以流式細胞儀觀察

脂質過氧化現象的變化。(A) 脂質過氧化分析。(B) 統計圖。實驗重複三次並於圖上標示 SD 值。

* 代表 p< 0.05。 
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圖 十七、HQ17(3)前處理降低 H2O2 造成的細胞凋亡 

以 HQ17(3) (0.5 μM，16 小時)前處理細胞，再處理 H2O2 (100 μM)不同時間後，以流式細胞儀觀

察細胞凋亡指標的變化。(A) 處理 H2O2 8 小時後觀察 MMP 下降，caspase 9 及 caspase 3 的活化

情況。(B) 處理 H2O2 8 小時及 24 小時後觀察具有 subG1 的細胞比例改變情形。(C) HQ17(3)降低

H2O2 處理造成的 DNA 傷害 (24 小時)的統計圖。實驗重複三次並於圖上標示 SD 值。* 代表 p< 

0.05。 
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圖 十八、HQ17(3)提升因氧化性傷害而降低的細胞存活率 

以不同濃度 HQ17(3) (16 小時)前處理細胞，再處理 H2O2 或是 BSO 72 小時後，觀察細胞存活率

的變化。(A-B) HQ17(3)的前處理降低 H2O2及 BSO 對 WS1 細胞毒性。(C) HQ17(3)降低 BSO 對

於 MRC5 細胞毒性。實驗重複三次並於圖上標示 SD 值。* 代表 p< 0.05。 
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圖 十九、HQ17(3)與 WS1 細胞內 Keap1 蛋白質的半胱胺酸反應 

以 1 μM HQ17(3)處理 WS1 細胞 5 小時後，收取細胞質中的 Keap1 蛋白質並以質譜儀分析。(A) 

Keap1 蛋白序列，被偵測到的胜 肽以灰色底標示，被偵測到的胜肽帶有半胱胺酸者以底線標示。

(B~E) Cys-77、-249、-288 及-297 的 MS/MS 圖譜。＊為帶有 HQ17(3)修飾的片段。 
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圖 二十、HQ17(3)促進 WS1 細胞中 Nrf2 轉錄因子活化 

(A) 螢光染色觀察 HQ17(3) (0.5 μM，6 小時)促進 Nrf2 進入細胞核的情形。綠色為 Nrf2；紅色為

PI 代表細胞核。tBHQ (50 μM，6 小時)為陽性對照組。(B-D) 以西方墨點法發現細胞核中 Nrf2

蛋白質的含量變化，其隨著 HQ17(3)處理 (B)不同時間點及 (C)不同濃度而皆有上升。(D) 不同

時間點實驗重複三次並於圖上標示 SD 值。Histone 1 為內部對照組。(E) Nrf2 調控的冷光報導基

因活性 (ARE-Luc activity)隨著 HQ17(3)處理不同時間點而上升。實驗重複三次並於圖上標示 SD

值。* 代表 p< 0.05。 
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圖 二十一、HQ17(3)提升 HO-1 基因及蛋白質的表現 

 (A) 以微陣列基因表現晶片分析 HQ17(3)處理細胞 12 小時的 antioxidation 基因表現，挑選晶片

中變化量大於 1.5 倍的基因。本實驗來自兩次獨立的實驗，將同一基因於兩次結果的 Ratio 加以

平均並於圖上標示 SD 值。(B) 以 PCR 觀察各類 Nrf2 調控基因的表現變化。(C-F) 以不同濃度

HQ17(3)處理細胞不同時間，觀察 HO-1 基因及蛋白質的變化。(C) 不同時間處理的 HQ17(3)促

進 HO-1 mRNA 表現的統計圖。以西方墨點法分析 (D)不同濃度 HQ17(3)處理及 (E)不同時間的

HQ17(3)處理的 HO-1 蛋白質變化。 (F) 不同時間點的 HO-1 蛋白質變化統計圖。GAPDH 及 Actin

為內部對照組。實驗重複三次並於圖上標示 SD 值。 
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圖 二十二、HQ17(3)透過活化 Nrf2 分子而提供保護效果 

將 DZ 轉染至 WS1 細胞中，觀察降低 Nrf2 後的細胞變化。(A) DZ 作用示意圖。RY 間的磷酸二

酯鍵為被切斷點，R 為 purine；Y 為 pyrimidine。底線標示的 UA 則為 mRNA 被切斷點。(B~C) 轉

染 48 小時後再處理 HQ17(3) 6 小時後觀察 (B) Nrf2 的基因表現量 (PCR 方法)及 (C) 觀察 Nrf2

及 HO-1 的蛋白質表現量的變化 (西方墨點法)。(D) 轉染 24 小時後再處理 HQ17(3) 16 小時之後

再加入 H2O2 的處理 (24 小時)，圖表示為細胞存活率分析。a 趨勢顯示前處理 HQ17(3)具保護活

性；b 趨勢則是顯示在 DZ-N 的情況下，HQ17(3)的前處理不具保護效果。實驗重複三次並於圖

上標示 SD 值。  
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圖 二十三、HQ17(3)毒殺 Huh7 細胞機制圖 

HQ17(3) 於高濃度下修飾 Topo IIα、引發 Topo II poison 而引起細胞凋亡機制示意圖，以粗線表

示為主要路徑。HQ17(3)也造成細胞氧化壓力而造成細胞凋亡，以細線表示為次要路徑。 
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圖 二十四、HQ17(3)活化 Nrf2 及 HO-1 之機制示意圖 

HQ17(3)於低濃度的處理活化 Nrf2 並促進 HO-1 蛋白質表現，因而保護細胞以抵抗氧化性傷害，

其中活化 Nrf2 的機制為 HQ17(3)修飾 Keap1 並增加 Nrf2 蛋白質的穩定性。 
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圖 二十五、HQ17(3) 做為 Topo II inhibitor 機制示意圖 

(A) HQ17(3)與蛋白質上硫醇基作用機制圖。(B) HQ17(3)做為 Topo II inhibitor 示意圖。增加 Topo 

II-DNA 複合體的累積及 Topo II 導致的 DNA 斷裂、可能延遲 DNA religation 的活性，並影響 ATP

的水解。 
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附表一、Primer 序列 

   基因名稱 5'-3' 

qPCR 

hsGADD45A-F CAAGCTGCTCAACGTCGACCC 

hsGADD45A-R GGTTGCTGACGCGCAGGATGT 

hsGADD45G-F AGTCTTGAACGTGGACCCCGAC 

hsGADD45G-R TCGCCCACGCGCACTATGTC 

hsMDM2-F TTTCGCAGCCAGGAGCACCG 

hsMDM2-R TGCACATTTGCCTGCTCCTCACC 

hsREX1-F CGGGCCCACGCCAAGTTTCA 

hsREX1-R GCCCTGCGCCATCCCATTGT 

hsATR-F GCTGGTCACCACCAGACAGCC 

hsATR-R ACATCACCCTTGGACCAGAGCCA 

hsDDIT3-F ATGTTAAAGATGAGCGGGTGGCAGC 

hsDDIT3-R TTGAACACTCTCTCCTCAGGTTCCA 

GADPH-F GGCTCTCCAGAACATCATCC 

GADPH-R GCTTCACCACCTTCTTGATG 

PCR 

hsHO-1-F ACGGCTTCAAGCTGGTGATG 

hsHO-1-R CAAAGAGCTGGATGTTGAGC 

hsNrf2-F GCGACGGAAAGAGTATGAC 

hsNrf2-R GTTGGCAGATCCACTGGTTT 

hsGCLC-F CCAAACCATCCTACCCTTTG 

hsGCLC-R CACCTGGAGACAGCAATTGC 

hsGSTP1-F GTCTATTTCCCAGTTCGAGG 

hsGSTP1-R CCTCATAGTTGGTGTAGATG 

GAPDH-F TCCACCACCCTGTTGCTGTA 

GAPDH-R ACCACAGTCCATGCCATCAC 
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附圖一、被偵測到的 Huh7 中 Topo IIα 帶有半胱胺酸的 tryptic 胜肽 MS/MS 質譜圖 

(A~B) 為帶有 Cys-733 及-1145 的胜肽二次質譜圖。 
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 附圖二、被偵測到的 Huh7 cells 中 Topo IIα 的 tryptic 胜肽 MS/MS 質譜圖 
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附圖三、被偵測到的 recombinant Topo IIα 的 tryptic 胜肽 MS/MS 質譜圖 

(A~F) 為帶有 Cys-104、-216、-300、-392、-405 及-1145 的胜肽二次質譜圖 MS/MS 質譜圖。 
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附圖四、ARE-Luc vector 基因結構示意圖 

底線為 ARE 序列，粗體為限制酶切位點。 
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藥品清單 

3,3'-Dihexyloxacarbocyanine Iodide [DiOC6(3)] (Molecular Probes, Eugene, OR, 

USA) 

4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Acetonitrile (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) 

Acryamide/bis solution (40%, 29:1) (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) 

Agarose I (Amresco, Solon, OH, USA) 

Ammonium persulfate (APS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Antibiotics (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) 

Aprotinin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Bicinchoninic acid (BCA) assay (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) 

Bio-100 bp DNA ladder (NewEngland Biolabs, Beverly, MA, USA) 

Bovine serum albumin (BSA) (Amresco, Solon, OH, USA) 

BSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Caspase 3 assay kit PhiPhiLux®-G1D1 (Oncolmmunin Inc., MD, USA) 

Cesium chloride (CsCl) (Shelton Scientific Inc., Shelton, CT, USA) 

Chloroform (Merck, Darmstasdt, Germany) 

DCFDA (Molecular Probe, Eugene, OR, USA) 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco, Grand Island, NY, USA) 

Ethanol (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) 

Ethidium bromide (EtBr) (Amresco, Ohio, USA) 

Ethyl acetate (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) 

Fetal bovine serum (FBS, Gibco, Grand Island, NY, USA) 

Glutathione (GSH) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
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Glycerol (Wako Pure Chemical, Japan) 

GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) 

HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Isopropanol (Merck, Darmstadt, Germany) 

Leupeptin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

L-glutamine (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) 

Magnesium chloride (MgCl2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Methanol (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) 

MitoSOXTM RED (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

Nitrocellulose membrane (PerkinElmer, Boston, MA, USA) 

N-Lauroylsarcosine sodium salt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Non-essential amino acid (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) 

Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

p-nitrophenyl phosphate (p-NPP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Potassium chloride (KCl) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Propidum Iodide (PI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Protein ladder (Fermentas International Inc., CA, USA) 

Rf-f1p plasmid DNA (台大醫技所方偉宏老師實驗室提供) 

RNase A (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Germany) 

RPMI 1640 (Biochrom AG, Berlin, Germany) 

SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Sodium acetate (CH3COONa) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Sodium bicarbonate (NaHCO3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Sodium chloride (NaCl) (Riedel-de Haën, Seelze, Germany) 

Sodium fluoride (NaF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Sodium hydroxide (NaOH) (Wako Pure Chemical, Japan) 
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Sodium pyruvate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

SYBR green master (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA) 

TEMED (Amresco, Solon, OH, USA) 

Topoisomerase recombinant protein (台大生化暨分生所詹迺立老師實驗室提供) 

Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

Trypan blue (Biological industries, Kibbutz Beit Haemek, Isarel) 

Trypsin/EDTA (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) 

Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Western blotting detection reagent (Perkin-Elmer Life Science, Inc., Waltham, MA) 
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