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縮寫表 

Amp  Ampicillin 

Bax   Bcl-2-associated X protein 

bp   Base pair 

BSA   Bovine serum albumin 

CDK  Cyclin-dependent kinase 

ChIP  Chromatin immunoprecipitation 

Δ   Deletion 

DMSO  Dimethyl sulfoxide 

DNA  Deoxyribonucleic acid 

E. coli  Escherichia coli 

EBPβ   CCAAT/enhancer binding protein β 

ECGS  Endothelial cell growth supplement 

ECL   Enzymatic chemiluminescence 

EDTA  Ethylenediaminetetraacetate 

ER   Estrogen receptor 

ERK  Extracellular-signal-regulated kinase 

G0/G1  Gap 0/Gap 1 

GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

Hc   Antibody heavy chain 

HEPES  4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HLH  Basic helix-loop-helix leucine zipper family or upstream stimulatory 

factor 1 (USF-1) 

HUVEC  Human umbilical vein endothelial cell 

IgG   Immunoglobulin G 

IκBα  Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 

inhibitor, alpha 

IKK   IκB kinase 

IL-1β  Interleukin-1 beta 

IP   Immunoprecipitation 

kDa   Kilo dalton 



 iii

LB   Lysogeny broth 

M199  Medium 199 

MAPK  Mitogen-activated protein kinase 

MDM2  Murine double minute 2 

mRNA  Messenger RNA 

myc   Myelocytomatosis viral oncogene 

MyoD  Myogenic differentiation 1 

NaOAc  Sodium acetate 

NCBI  National center for biotechnology information 

NF-κB  Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

nM   Nano molarity 

P   Probability 

P21   Protein 21 or cyclin-dependent kinase-inhibitor 1A or CDK-interacting 

protein 1 (Cip1) or wild-type p53-activated fragment 1 (Waf1) 

P27   Protein 27 or cyclin-dependent kinase inhibitor 1B or 

kinase-interacting protein 1 (Kip1) 

P53   Tumor protein 53 

PBS   Phosphate buffered saline 

PCR   Polymerase chain reaction 

PEG   Polyethylene glycol 

PR   Progesterone receptor 

PVDF  Polyvinylidene fluoride 

RLA  Relative luciferase activity 

RNA  Ribonucleic acid 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

SH3   Src homology 3 domain 

TBE   Tris-borate-EDTA buffer 

TBST  Tris-buffered saline Tween-20 
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中文摘要 

內皮細胞參與多樣化的生理過程，包括血管生成、止血及發炎。在本實驗室

先前研究指出，黃體素在生理濃度下(500 nM)會抑制人類臍靜脈內皮細胞的增

生，此種抑制作用是透過增加 p53 的表現來達成。在給予黃體素處理後的十分鐘

內就可觀察到細胞內磷酸化的 ERK 蛋白質量的增加，但是黃體素處理後所誘導

的 p53 增加則在給藥後二十三小時才會出現。使用 NCBI 資料庫分析，發現 p53

基因啟動子上面有 NF-κB、HLH 及 EBPβ等轉錄因子結合位置，在許多細胞內

轉錄因子當中，NF-κB 被認為與血管細胞血管增生功能有密切關係，本篇的研究

主題是觀察 NF-κB 在黃體素誘導 p53 向上調節所扮演的角色。經由分析細胞中

蛋白質表現量發現，黃體素並不會刺激細胞內 NF-κB 的總量增加，但是在黃體

素誘導 p53 蛋白表現量增加之前的時間點可觀察到 IκBα有被磷酸化的現象，之

後 NF-κB 經由細胞質進入細胞核，增加 NF-κB 與 p53 基因的結合，影響 p53 的

表現。使用 NF-κB 抑制劑 Bay11-7082 可以減少黃體素增加 p53 的表現。本實驗

室的先前研究結果顯示黃體素是透過活化 ERK 路徑，增加 p53 蛋白的表現。本

研究給予 ERK-1/2 抑制劑 U0126 或 PD98059 會減少 IκBα的磷酸化作用，顯示

黃體素增加 IκBα的磷酸化作用是透過活化 ERK。利用基因序列刪除法，我們的

實驗結果顯示 NF-κB 結合位置對於黃體素誘導 p53 啟動子活性具有決定性的角

色，而 HLH 及 EBPβ結合位置對於 p53 基因啟動子也提供部份調節的作用。我

們的研究亦發現黃體素受器 PR-A，在經過黃體素刺激後會進入細胞核內，而

PR-B 沒有出現這種現象；從免疫共沈澱的實驗結果中，發現到 NF-κB 與 PR-A

的結合有增加的現象，而這二者因子結合增加的現象，暗示 PR-A 可能會調節

NF-κB 的作用來調控 p53 的表現，進而抑制血管內皮細胞的增生。 

中文關鍵字：黃體素、黃體素受器、NF-κB、IκBα、p53 
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ABSTRACT 

Endothelial cells are involved in a diversity of physiologic processes including 

angiogenesis, hemostasis, and inflammation. Previously, our laboratory has 

demonstrated that progesterone at a physiological concentration (500 nM) inhibited 

proliferation of human umbilical venous endothelial cells (HUVEC) through a 

p53-dependent pathway and the ERK-mediated pathway is involved in the 

progesterone-induced increase of p53. The progesterone-induced increase of the level 

of phosphorylated ERK was observed at 10 min after treatment, while the increased 

p53 level was not observed until 23 h after treatment. Based on the NCBI database, 

the human p53 gene promoter contains three transcription factor binding sites 

including NF-κB, HLH, and EBPβ. It has been indicated that NF-κB might be 

involved in the regulation of angiogenesis. Accordingly, the aim of this study is to 

investigate how NF-κB regulates p53 in HUVEC. Our data showed that the total 

protein levels of NF-κB in progesterone-treated HUVEC were not changed 

significantly. However, progesterone increased IκBα phosphorylation as well as 

NF-κB nuclear translocation and binding onto the p53 promoter. Treatment of 

HUVEC with NF-κB inhibitor, Bay11-7082, reduced the progesterone-induced 

increase of p53, suggesting that progesterone induced increase of p53 through 

increase of IκBα phosphorylation, which in turn increased NF-κB nuclear 

translocation and binding onto the p53 promoter. Treatment of HUVEC with an ERK 

inhibitor, U0126 or PD98059, reduced the progesterone-induced increase of IκBα 

phosphorylation, suggesting that progesterone increased IκBα phosphorylation 

through the ERK pathway. Using gene deletion, our data suggest that the NF-κB 
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binding site on the p53 gene promoter is essential for progesterone-induced p53 

up-regulation, wherease the HLH and EBPβ binding sites might also play important 

roles in regulating the p53 promoter activity. Progesterone receptor-A (PR-A), but not 

PR-B, translocated into the nucleus after treatment with progesterone. 

Immunoprecipitation showed that progesterone increased the binding between NF-κB 

and PR-A. These results suggested that PR-A might participate in NF-κB-regulated 

p53 expression and further inhibited the proliferation of vascular endothelial cells. 

 

Key words：Progesterone, Progesterone receptor, NF-κB, IκBα, p53. 
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一、緒論 

1.1 血管生成的概念(Concept of angiogenesis) 

血管生成(angiogenesis)是許多正常生理變化中所必需要的功能，是經由已經

存在的血管長出新微血管的複雜過程，發生在一些正常生理功能，比如說胚胎發

育、傷口癒合、骨質重組、女性月經週期；同時血管生成在一些病理狀況下也扮

演重要的角色，包括腫瘤生長、動脈粥狀硬化、糖尿病性視網膜病變、乾癬、類

風濕性關節炎等等(1)。另一個類似的作用，血管新生(vasculogenesis)只發生在胚

胎時期的血管系統，指的是血管母細胞(angioblasts)分化成內皮細胞。血管生成

的過程對於血管生長因子與生長抑制因子的濃度平衡非常敏感，如果濃度失衡就

可能導致疾病。在胚胎時期，血管提供發育中器官氧氣，也會提供生長訊息促進

型態發生，血管起源於內皮細胞前驅物，這些前驅物組成最原始的微血管迷路，

這過程就是血管新生(vasculogenesis)，在這個時期的血管未來特化成動靜脈的過

程已經被決定(12)。在成人時期，不太會出現明顯的血管新生情形，在生理或是

病理性過程以微血管新生(microvasculature)發生情形較多，靜置(quiescence)與活

化(activation)時期常常交替發生(21)。 

特定器官的血管分佈至少受到兩個不同的機制影響。第一，初期的血管網路

是經由抑制特定血管分枝(specific branch regression)的隨機過程，這種血管重新定

型的機制很可能是在內皮細胞層級經由周圍血管平滑肌(vascular smooth muscle)

或是周邊細胞(pericytes)所分泌的血管內皮生長因子(vascular endothelial growth 

factor，VEGF-A)以及其他訊息分子所決定(16)。第二，血管生成的出芽(sprouting)

與融合(fusion)是用以形成初期特定的血管模型。例如：中樞神經系統發育的血

管導引似乎是經由固定的血管出芽形式；哺乳動物視網膜就是初期血管叢重疊在
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已經存在的星狀細胞叢而形成的。在其他的器官形成也涉及特化細胞的血管導

引，經由吸引或排斥力的軸突導引已經被證實，也用於形成昆蟲的氣管系，這種

結構功能上類似於脊椎動物的血管新生，就是依據現有的管道細胞或次細胞的導

引(14)。 

內皮細胞前驅物其中之一的血管內皮生長因子(vascular endothelial growth 

factor，VEGF)在調節血管形成、內皮細胞生長與分化扮演很重要的角色。胚胎

形成時期血管開始形成，血液血管母細胞(hemangioblasts)形成血島聚集物，分化

形成最原始的造血和血管內皮前驅細胞(angioblasts，endothelial precursor cells)，

angioblasts 的分化與化學趨向性(chemotaxis)需要 VEGF-A 作用，周邊細胞

(pericytes)與血管平滑肌細胞涉及血管組成架構，這是經由血管生成素-1 

(angiopoietin-1，Ang-1)以及與它同源的酪胺酸激酶受器 Tie-2 的作用，血管生成

素-1 可以穩定內皮細胞並減少血管通透性(11)。另一個有潛力的訊息分子血管生

成素-2 (angiopoietin-2，Ang-2)被發現是血管生成素-1 的拮抗劑(antagonist)，它與

血管生成素-1 共同競爭 Tie-2 受器，可以進ㄧ步調節血管成熟與控制血管靜置

(vessel quiescence)，血管生成素-2 可以增加血管通透性。血管通透性與 Tie-2 受

器與 VEGFR-2 受器之間的交互作用有關(crosstalk or even 

heterodimerization)(10)。 

從新形成微血管的週邊細胞分泌的血管生長因子 VEGF 與血管生成素

Ang-1，會共同合作進一步延長血管長度(13, 15)，此時會有 VEGF receptors 

(VEGFR-1/2)出現並隨時間消長，成人時期的 VEGFR-1/2 表現量依不同組織而有

不同；在低氧環境下，VEGF在HUVEC的表現可以經由低氧誘導因子-1α (hypoxia 

-inducible factor-1α，HIF-1α)影響而活化，HIF-1α會與芳香烴核內轉位子(aryl 

hydrocarbon nuclear translocator)形成異構二聚體(heterodimer)，促進 VEGF 轉錄
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表現上升。the von Hippel–Lindau complex 可以藉由泛素化作用(ubiquitination)來

降解 HIF-1α，如果 von Hippel Lindau 腫瘤抑制基因出現突變或缺損，即使細胞

不是在缺氧狀態，VEGF、HIF-1α仍然會持續表現，會導致血管瘤(hemangiomas) 

(6, 11)。 

VEGF 是一種會與肝素(heparin)結合的血管生成生長因子，可以藉由增強囊

泡胞器的活性來增加內皮細胞的通透性，促進新陳代謝物質運輸，VEGF 經由

mitogen-activated protein kinase (MAPK)訊號傳遞重排 cadherin /catenin complexes

來鬆開內皮細胞的黏附接合(adhering junctions)。VEGF 也藉由誘導整合素

(integrins)表現來展現出血管生成效應，可以促進細胞遷移、增生、基質再組合(4)。 

血管生成是由四個分期組成︰初始期、進展期、分化期、成熟期。初始期會

有血管舒張現象，這涉及一氧化氮的作用，而血管通透性增加是經由血管內皮生

長因子(VEGF)的作用，血漿蛋白質會滲漏到附近移動的內皮細胞形成的暫時骨

架，使一些自泌/旁泌素能夠影響內皮細胞；進展期，內皮細胞釋放蛋白水解酶

(proteases)降解基底膜與細胞外間質，細胞遷移到組織間隙以形成新的管腔與新

的細胞外基質；分化期，內皮細胞會改變形狀形成新的血管壁；成熟期，會徵召

周圍細胞以及平滑肌細胞，並使新的基質蛋白沈積，使新血管具有功能(2, 5)。

在血管新生作用的過程，活化的內皮細胞重組它們的細胞骨架，表現細胞表面黏

合分子(cell surface adhesion molecules)，像是整合素(integrins)與選擇素

(selectins)，分泌蛋白水解酵素，並重新排列鄰近的細胞外基質。自泌/旁泌血管

生成因子必須出現才會誘導內皮細胞遷移、增生、伸展、定位、分化，導致基底

膜的重新形成，管腔出現，形成新的/預存的血管(3)。 

內皮細胞屬於間質細胞的一種，可以經過長時間的靜置(quiescence)，但是如

果有額外的血管生成刺激，內皮細胞仍然可以進行遷移、侵犯、形成血管管腔。
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此外，發生感染或發炎的區域，或是接觸到細胞激素(cytokines)，也會刺激內皮

細胞分泌各種不同的附著訊息分子吸引並且幫助免疫作用細胞(immune effector 

cells)附著(7)。 

內皮細胞參與多樣化的生理過程，包括止血、發炎和血管生成。人類臍靜脈

內皮細胞(Human umbilical vein endothelial cell, HUVEC)可以作為一種廣泛使用

的體外模型，來研究類固醇激素(steroid hormones)對血管內皮細胞的生理效應

(29)。 

1.2 黃體素受器的作用(Role of progesterone receptor) 

黃體素(助孕酮，progesterone，P4 or Pg)屬於類固醇激素，黃體素主要的生

理作用發生在子宮與卵巢，與女性月經週期的黃體週期、排卵、著床、維持懷孕

期、抑制子宮平滑肌收縮、乳腺發育、分娩前抑制乳蛋白合成、人類胚胎發育生

成有關(21, 27)。動情素與黃體素對於子宮內膜有允許作用(permissive effect)，大

量的動情素，會藉由動情素受器進行後續活化(transactivation)，使子宮內黃體素

受器分泌增加，可以增強黃體素對子宮內膜的作用。黃體素在子宮週期的分泌期

會促進子宮內膜分泌黏液，拮抗動情素對子宮平滑肌的收縮作用，減少陰道表皮

細胞增生。 

黃體素通常會結合到標的細胞的黃體素受器(PR, PGR or hPGR)，傳統上認

為的黃體素受器是屬於與 DNA 結合的核內受器，也就是細胞核黃體素受器

(genomic progesterone receptor or nuclear progesterone receptor，gPR or nPR)，這類

的黃體素受器本身就是細胞核轉錄因子，平時以不活化態的形式存在於細胞質，

並且與熱休克蛋白(heat-shock proteins)結合，當黃體素穿過細胞膜並且與基因組

黃體素受器結合，黃體素受器會脫離熱休克蛋白並且轉位(translocate)進入細胞核

內，影響後續的基因轉錄(134, 135)；研究發現，還有一類黃體素受器會出現在
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細胞膜上，並受到黃體素的作用，被認為是細胞膜黃體素受器(membrane 

progesterone receptor)，但是機制並未清楚了解(53)。黃體素受器是屬於配體誘導

核內 DNA 結合轉錄因子大家族的一種，也叫做 nuclear receptor subfamily 3 group 

C member 3 (NR3C3)。黃體素受器蛋白質，包括 PR-A、PR-B、PR-C 及其變體

(variants)這幾種亞型(isoforms)。人類的 PR-B (116 kDa)黃體素受器基因總共有八

個表現子(exons)，分別被七個插入子(introns)分開，exon1 編碼黃體素受器的 N

端區域、三個活性區之一的 AF-3 (activation function domains，只有 PR-B 有此區

域)，exon2、3 編碼 AF-1 以及包含二個鋅手指的 DNA 結合域(DNA-binding 

domain，DBD)，exon4-8 編碼 AF-2 以及配體結合域(ligand-binding domain，LBD)，

同時也編碼鉸鍊區(hinge region)，是一種核內定位信號(nuclear localization 

signal，NLS)，是已知的受器二聚體化區域(receptor dimerization)以及熱休克蛋白

(heat-shock proteins)、免疫素(immunophilins)的結合位置；經由多樣性轉錄後修

飾，在這裡指的是 splicing，N-terminal truncation，C-terminal modification，再經

由不同的啟動子作用，會分別表現不同的黃體素受器蛋白質；PR-A(94 kDa)經過

N-terminal truncation，比 PR-B 少了 164 amino acids (AF-3 domain)；PR-C(60 kDa)

比 PR-B 少了 exon1 以及大部分的 exon2；其他的黃體素受器變體會出現一個或

數個 exons 刪除，或是經由 splicing 在 5’序列接入全新的 exon(不屬於黃體素受

器基因)，但是保留剩餘的 exon4-8；這些缺少 LBD 或是 DBD 變體的黃體素受器

可能也會影響 PR-B 的作用(35-38)。 

黃體素受器亞型(PR-A 及 PR-B)mRNA 之間的比例取決於黃體素濃度的高

低，PR-A 被認為是 PR-B 的抑制劑(dominant repressor)，而 PR-B 則是強力的轉

錄活化子，促進乳腺細胞的增生效應(33)。高濃度的黃體素會誘導 PR-A mRNA

表現，進而抑制 PR-B mRNA 轉錄，降低標的細胞的黃體素效應(progesterone 
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effect)；低濃度的黃體素會抑制 PR-A mRNA 表現，進而增加 PR-B mRNA 轉錄，

增強標的細胞的黃體素效應(43-45)。PR-C isoform 可以在人類子宮肌層

(myometrium)、胎盤(placenta)中被發現，PR-C 缺少 DNA 結合域的第一個鋅手指，

但是仍能與黃體素結合。PR-C 可以結合到 PR-B，進而減少 PR-B 當作轉錄因子

的能力，並降低其轉錄能力(46)。 

之前有一些研究指出，黃體素對於卵巢功能的作用，研究對象包括馴養動

物、人類、靈長類，黃體素對不同的卵巢細胞(granulosa, theca, epithelium cell, 

corpus luteum, etc.)會受到黃體素濃度變化而有不同的作用。Picomolar 黃體素濃

度下，幾秒鐘就會刺激細胞內鈣離子、三磷酸肌醇(IP3)、protein kinase C β1 上

升，而且不會被黃體素抑制劑(anti-gestagens)抑制；而在長期效應(類固醇生成、

細胞凋亡、增生、促進蛋白質/mRNA 合成)，要在更高的黃體素濃度(nanomolar、

micromolar)才能被觀察到，而且可以被黃體素抑制劑抑制(34)。 

1.3 黃體素的非基因體效應(Non-genomic effect of progesterone) 

黃體素在生理上的效應，標的細胞黃體素與細胞核黃體素受器(gPR or nPR)

結合所產生的後續效應，稱為黃體素的基因體效應(Genomic effect of P4)；黃體素

還可以在幾秒或數分鐘短時間內激發細胞的反應，此種效應被稱為黃體素的非基

因體效應(Non-genomic effect of P4)，此效應在多種女性生殖組織中被發現，但此

機制的本質還沒有完全理解。黃體素可以與特異性細胞膜黃體素受器結合，至少

有三種不同的蛋白質可以當作潛在的細胞膜黃體素受器：membrane progestin 

receptor (mPR)、RDA 288 protein (plasminogen activator inhibitor RNA binding 

protein (PAIRBP1 or RDA288))、progesterone receptor membrane component 1 

(PGRMC1)(49, 50, 53)。此外，黃體素還可以藉由暫時性修飾或削弱某些配體

(ligand，這裡是指 oxytocin)結合到對應的受器(oxytocin receptor)的結合能力(47, 
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48)，或是經由改變細胞膜的通透性而影響到其他配體(這裡是指 oxytocin)結合到

對應受器的親和力(54, 55)。 

在不同種類的細胞中，黃體素與細胞膜黃體素受器結合的作用有：(1)位於

細胞膜或細胞膜內面的細胞核黃體素受器，與黃體素結合會活化 Src family 

kinases。(2)黃體素結合到細胞膜黃體酮受器(membrane progestin receptor)會活化

抑制性 G protein(Gi/o)，抑制腺苷酸環化酶(adenylyl cyclase)，降低細胞內 cAMP

含量以及增加 MAPK 3/1 的活性。(3) RDA 288 結合到穿膜蛋白(transmembrane 

protein) PGRMC1 形成膜上的複合物，當黃體素結合時，會活化 protein kinase G，

降低細胞內的 Ca2+濃度，抑制顆粒細胞與黃體細胞(granulosa and luteal cell)的有

絲分裂與細胞凋亡(49)。 

細胞核黃體素受器(nuclear progesterone receptor，nPR)分佈於細胞核、細胞

質、細胞膜內面，主要有二種潛在的機制，第一種是配體(ligand)結合黃體素受

器誘導基因轉錄活性，這機制過去已被詳細討論過(134, 135)；第二種是黃體素

結合到黃體素受器的 N 端上面具有 proline-rich motif (polyproline)的區域，可以

與 Src 的 SH3 domain 直接作用，依次增強與 Src kinase 的結合作用，並進一步活

化 Src kinase，此種反應是藉由 PR-B 的作用，經由活化 Src kinase，黃體素能夠

影響許多訊息傳遞路徑，進而調節特定基因的後續活化(cascades)(52, 58, 59)。 

細胞膜黃體酮受器(membrane progestin receptor，mPR)具有七個穿膜域

(transmembrane domain)，這些蛋白可能是 G-protein coupled receptors (GPCR)，可

以活化抑制性 G protein。種系發生學(phylogenetic)分析 mPR 分類成三個小群

(subgroups)：α、β、γ subgroup，mPR 的表現具有高度的組織特異性，在人類的

組織中，mPRα主要發現在生殖系統，mPRβ主要發現於神經系統，mPRγ發現

於消化系統(51)。在大鼠(rat)的組織中，mPRβ、mPRγ也有相似的組織分佈。黃
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體素結合到細胞膜黃體素受器，導致腺苷酸環化酶活性減少與 MAP kinase 活性

增加；這暗示了細胞內 cAMP 減少會抑制固醇生成(steroidogenesis)，而 MAP 

kinase 活性增加，在許多種類的大鼠(rat)細胞中，會參與部份細胞凋亡的作用

(49)，因此在不同的組織中，黃體素經由作用在 mPR 可以增加細胞凋亡的作用。 

Progesterone receptor membrane component 1 (PGRMC1)具有一個穿膜域

(transmembrane domain)，以及一個很短的細胞質域(cytoplasm domain)並包含三個

Src homology domains，但是這些 domains 的作用仍未被確認。PGRMC1 分佈於

細胞膜與內質網膜上，會活化 protein kinase G，降低細胞內的 Ca2+濃度，參與顆

粒細胞與黃體細胞的 anti-mitotic 與 anti-apoptic 作用(56, 57)。 

1.4 NF-κB 複合物的作用(Role of NF-κB complexes) 

核轉錄因子-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells，NF-κB)是一種轉錄因子，可以藉由結合位在啟動子與加強子(promoters and 

enhancers)的 DNA 序列，如：已知的 κB elements，進行基因表現的誘導或抑制

現象。在哺乳動物細胞中已知有五種 NF-κB 家族成員：RelA (p65)、RelB、c-Rel、

p50/p105 (NF-κB1)、p52/p100 (NF-κB2)。所有的 NF-κB 蛋白質成員在 N-terminus

都有約 300 個胺基酸長的 Rel-homology domain (RHD)，可以與 DNA 或是 IκB 結

合以及調節 NF-κB 二聚化(dimerization)，並且具有核內定位序列(nuclear 

localization sequence，NLS)，參與活化的 NF-κB 從細胞質快速移動到細胞核(62)；

根據 NF-κB 的結構、功能與合成形式，可以分成二類(Class)，第一類(ClassⅠ)

包括 NF-κB1 (precursor 是 p105，活化態是 p50)、NF-κB2 (precursor 是 p100，活

化態是 p52)，前驅物(p105 及 p100)經過磷酸激酶或是泛素化過程形成 p50 及

p52，在 C-terminus 包含錨定重複序列(ankyrin-repeat motifs，ANK)，此序列類似

於 IκB 上面發現的序列，也有文獻將 ClassⅠ這些蛋白歸類於 IκB 家族(60)；第二
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類(ClassⅡ)與第一類不同之處在於不需要經過酵素作用，包括 RelA、RelB 及

c-Rel，在 C-terminus 包含不同作用與構造的轉錄活化區(transcriptional activation 

domains，TAD)。 

NF-κB 是由二個 Rel 家族次單位以同源二聚體(homodimers，相同的 class)

或異源(heterodimers，classⅠ+ classⅡ)二聚體所組成。不同的 NF-κB 二聚體有不

同的轉錄特性，如：p50-p52 同源二聚體可以與 BCL-3 作用，BCL-3 不同於其他

抑制性蛋白 IκBs 的作用，可以當作轉錄活化子(co-activator)(60)；p50-p52 同源二

聚體會躲避 IκBs 的調節，造成持續(constitutively)在細胞核作用；但是異源二聚

體會受到 IκBs 的抑制作用而留在細胞質，除了因為 RelB-p52 與 IκBα結合能力

(affinity)較低，造成可以迴避 IκBα的抑制性調節(64)。一般常見可被調節的組合

是 RelA-p50 異源二聚體，平時被 IκBα所抑制，經由不同刺激可以進入細胞核調

控不同的基因，可以是促進(pro-effects)或是抑制效應(anti-effects)。 

未受刺激或是非病因性的哺乳動物細胞，可以在細胞質中發現 Rel 次單位與

抑制性蛋白 IκB 家族蛋白結合，一般是以 NF-κB-IκBα (p65-p50- IκBα)的形式存

在，IκB 家族包含 IκBα、IκBβ、IκBγ (p105 的 C-terminus 部份)、IκBε、BCL-3，

它們的功能是部份遮蔽 NF-κB 的 RHD 上面的 NLS。在一般情況下，NF-κB-IκBα

複合物的 IκBα對於 NF-κB 的 NLS 只會有部份的遮蔽效應，即使細胞未受到刺

激，複合物也可以在細胞質、核之間穿梭。IκBα上面也有包含核內輸出序列

(nuclear export sequence，NES)，可以將複合物從細胞核輸出到細胞質(62)。 

NF-κB 至少會受到四種路徑活化，最常見的標準路徑(canonical/classical 

pathway)，NF-κB 會受到各種發炎刺激所誘導，包括 pro-inflammatory cytokines

的 tumour necrosis factor-α (TNFα)、interleukin-1 (IL-1)作用在 T-cell receptor (TCR)

或是接觸到細菌的 lipopolysaccharide (LPS)。接觸到這類刺激會導致 IKK 複合物
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(IκB kinase complex)的活化，IKK 複合物是由三個核心次單位所組成：催化次單

位 IKKα (IKK1)、IKKβ (IKK2)，以及調節次單位 NF-κB essential modifier 

(NEMO，IKKγ)。基因實驗指出在標準路徑下，IKKβ作為主要的 IκBα磷酸激酶

(65, 66)。受到刺激後，IKK 複合物會快速磷酸化 IκBα的 Ser32、Ser36 位置，磷

酸化的 IκBα會脫離 NF-κB 並且被泛素化(Lys48-linked ubiquitylation)，然後被 26S 

proteasome 分解；在許多細胞中，IκBβ、IκBε也會受到磷酸化作用而被分解，但

是速度較慢(slower kinetics)(67)。 

第二種是非標準路徑(non-canonical or alternative pathway)，可以受到 CD40、

lymphotoxin-β receptors (LTβR)、B-cell-activating factor of the TNF family 

(BAFF)、LPS以及EB病毒(Epstein–Barr virus)的 latent membrane protein-1 (LMP1)

的刺激所誘導，經由 NF-κB-inducing kinase (NIK)活化 IKKα homodimers 

(IKKα-IKKα)，IKKα磷酸催化 p100 形成 p52，p100 被泛素化而被 26S proteasome

分解，最後形成 p52–RelB heterodimers 活化形式，這對於 κB elements 有較高結

合能力(affinity)，可以經由調節個別的 NF-κB 影響目標基因的表現，這對於次級

淋巴器官的發育與維持有關(65)。 

E3 ubiquitin ligase 可以直接作用並催化目標蛋白泛素化(ubiquitylation)。

Lys48-linked ubiquitylation 會造成蛋白質被 26S proteasome 分解，但是

Lys63-linked ubiquitylation可以促進具有泛素結合區(ubiquitin-binding domains)蛋

白的作用，NEMO (IKKγ)就具有泛素結合區。Lys63-linked 泛素化的 NEMO 可以

吸引(recruitment) transforming growth factor-β (TGFβ)-activated kinase-1 (TAK1)，

TAK1 可以在 IKK 複合物裡面的 IKKβ活化區(activation loop)的 Ser177 及 Ser181

磷酸化(68-70)。還有二種屬於非典型路徑(atypical pathway)：IKK-dependent、

IKK-independent。IKK-dependent pathway 也就是 NEMO-dependent IKKβ活化作
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用(71)，主要經由 genotoxic stresses 的刺激所引發，首先 NEMO 進入細胞核後，

先經過 sumoylation (61)，然後被毛細血管擴張失調症突變蛋白-細胞週期檢查點

激酶(ataxia telangiectasia mutated checkpoint kinase，ATM)磷酸化，NEMO 

sumoylation 的位置被 mono-ubiquitylation 取代，導致 NEMO–ATM 複合物從細胞

核進入細胞質(nuclear export)，可以與 IKK-associated protein (ELKS，a protein that 

is rich in glutamate (E), leucine (L), lysine (K) and serine (S))一起活化 IKK 複合物

(72)。 

IKK-independent pathway 受到某些刺激：缺氧(hypoxia)、復氧

(reoxygenation)、過氧化氫(hydrogen-peroxide)的作用，給予細胞神經生長因子

(nerve growth factor，NGF)或是酪胺酸磷酸酶抑制劑(tyrosine phosphatase inhibitor) 

pervanadate，會導致 NF-κB 複合物上面 IκBα的 Tyr42 磷酸化，磷酸化的 IκBα

與 NF-κB 分開然後被分解(67, 73)，最後 NF-κB (RelA-p50)會進入細胞核。如果

受到紫外光照射(ultraviolet light)或是乳癌細胞本身 Her2 (erbB-2 or Neu)致癌基

因的表現，酪蛋白激酶Ⅱ(casein kinase-II，CK2)會磷酸化 IκBα的 C-terminal PEST 

domain (domain rich in proline (P), glutamate (E), serine (S) and threonine (T))(67)；

此時活化的 IKKα-IKKβ也會磷酸化 RelA，指出 IKK-independent pathways 具有

誘導分化經過修飾的 NF-κB 次單位的潛力。 

1.5 NF-κB 與 p53 的交互作用(Interaction of NF-κB and p53) 

P53 (tumor suppressor)對於細胞遭受基因傷害(genotoxic damage)以及致癌基

因活化(oncogene activation)時常當作第一線的防禦機制，p53 具有 pro-apoptosis

的作用，遭受刺激後會誘導細胞凋亡(apoptosis)或是細胞週期停滯(cell cycle 

arrest)(74)。細胞中 p53 蛋白的總量受到 HDM2 (known as MDM2 in mice，功能

是當作 E3 ubiquitin ligase)調控，誘導 p53 蛋白水解。許多研究指出，經過不同
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的刺激與調控，NF-κB 與 p53 之間的作用可以是拮抗性的(antagonistic effects)、

促進性的(agonistic effects)、協同性的(cooperative effects)，這些結果暗示 NF-κB

與 p53 之間有不同互相調控的機制，在特定狀況下協調細胞作出不同的決定(83)。 

拮抗性的作用，細胞受到游離輻射、daunorubicin 化療藥物刺激，會抑制

NF-κB 的活化，增加 p53 表現以增強細胞死亡的過程(75)；在 B cells，抑制持續

表現的 NF-κB 也會造成細胞死亡(76)；在 T cells 中，Tax (viral transcriptional 

activator protein)可以經由誘導 NF-κB，抑制 p53 的表現(77)；RelA (p65，NF-κB

次單位)會經由阻礙 p300、CBP 這些 co-activators 在 p53 gene 上面的作用，拮抗

p53 的後續活化(83)。 

促進性的作用，受到 doxycycline 作用會增加過氧化物的生成，活化 NF-κB，

向上調節 p53 的表現，以及增加 p53 與 DNA 結合的活性(85)；神經細胞遭受到

DNA 損傷會藉由 NF-κB 的活化，增加 p53 表現以增強受到 p53 調控的 apoptosis 

(86)；prolactin 對於血管內皮細胞可以經由 NF-κB 誘導 p53 調節的 apoptosis，具

有抗血管增生的作用(79)；TNFα-induced apoptosis 所造成的 p53 向上調節是經由

NF-κB的作用(80, 82)；NF-κB引起的p53過度活化是藉由抑制PCNA (proliferating 

cell nuclear antigen)基因啟動子的作用(81)；在 HeLa-Lf 細胞中(會穩定表現乳鐵

蛋白(Neutrophil lactoferrin，Lf)的子宮頸癌細胞)，會大量表現 mdm2、p21、p53，

這是經由活化 NF-κB 所引起(102)。 

協同性的作用，p53 可以增加 RSK1 (p90 ribosomal protein S6 kinase (p90S6K))

的活性，RSK1 可以磷酸化 RelA 的 Ser536 位置，增強 NF-κB 在核內定位的作用

(78)；在某些情況下，RelA 以及 p53 會共同誘導 apoptosis (84-86)，這是經由誘

導 pro-apoptotic target genes 所導致，如：death receptor-5 (DR5) gene，因為上面

同時包含了 p53 與 NF-κB response elements (87)。 
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二、實驗材料與方法 

2.1 溶液與藥品的配製(Preparation of solution and 

reagents) 

2.1.1 藥品試劑(Chemicals and reagents) 

1. 藥品購自 AMRESCO 

Agarose Ⅰ, Phenol:Chloroform 

2. 藥品購自 Bio Basic Inc. 

Bromophenol blue (BPB) 

3. 藥品購自 Biomedical Technologies, Stoughton, MA 

Endothelial cell growth supplement (ECGS) 

4. 藥品購自 Bio-Rad (Bio-Rad, Alfred Nobel Drive Hercules, California, U.S.A.) 

Protein assay dye reagent, BSA 

5. 藥品購自 BioShop (BioShop Canada Inc., Burlington, ON. L7L 4Y8) 

Glycine 

6. 藥品購自 Boehringer Mannheim GmbH 

(Ethylenedinitrilo)tetraacetic acid disodium salt (EDTA-2Na•2H2O) 

7. 藥品購自 CalBioChem 

β-Mercaptoethanol (β-ME) 

8. 藥品購自 Fluka (Fluka Chemie AG CH-9471 Buchs) 

Paraformaldehyde 

9. 藥品購自 Gibco (Gibco Laboratory Life Technology, Inc., Grand Island, New 

York, U.S.A.) 

M199 medium, Kanamycin sulfate, Trypsin-EDTA 

10. 藥品購自 Hyclon (Hyclon, UT, USA) 

Fetal bovine serum (FBS) 

11. 藥品購自 Jackson ImmunoResearch Laboratories 

Anti-mouse IgG, Anti-rabbit IgG, GAPDH antibody 

12. 藥品購自 J.T. Baker (Mallinckrodt Baker, Inc. Phillipsburg, NJ 08865) 
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HEPES-free acid, Sodium chloride (NaCl), Sodium dodecyl sulfate (SDS), 

Tris(hydroxymetyl)aminomethane (Tris-base) 

13. 藥品購自 Merck (E Merck D-6100, Darmstadt, F.R., Germany) 

Boric acid (H3BO3), Glycerol, Potassium chloride (KCl), Potassium dihydrogen 

phosphate (KH2PO4) 

14. 藥品購自 Osaka 島久藥品株式會社 

Methanol (CH3OH) 

15. 藥品購自 Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

Normal mouse IgG 

16. 藥品購自 Sigma (Sigma Chemical Co. St Louis Mo. 63178, U.S.A. 

/Sigma-Aldrich) 

Activated charcoal, Ammonium persulfate (APS), Aprotinin, Calcium chloride 

(CaCl2), Dextran T-70, Dimethyl-sulfoxide (DMSO), Disodium phosphate (Na2HPO4), 

Dithiothreitol (DTT), DNase-free RNase, Ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), 

Gelatin, Heparin sodium salt, Leupeptin, Magnesium chloride (MgCl2), 

Phenylmethanesulfony fluoride (PMSF), Progesterone, Proteinase inhibitor cocktail, 

Sodium azide (NaN3), Sodium bicarbonate (NaHCO3), Sodium fluoride (NaF), 

Sodium orthovanadate (Na3VO4), Sodium pyruvate, Sucrose, Tween-20 

17. 藥品購自 USB 

[3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] (MTT), NP-40, 

Tris-HCl, Triton X-100 

 

2.1.2 西方墨點法相關溶液(Solutions for western blotting) 

1. Total cell protein lysis buffer (cell lysis buffer) 

製備 cell lysis buffer (50ml) 

 Concentration Addition 

HEPES  595.8mg 

NaCl  730.5mg 

EDTA  46.5mg 

Glycerol 5% 50% 5ml 

pH 7.0 
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NP-40 1%  500 μl 

ddH2O  44.5ml 

外加 100× proteinase inhibitor cocktail (PI)，50× NaF (phosphatase inhibitor) 

 

2. Ammonium persulfate (APS) 

製備 10% APS：APS 1g 溶於 10ml ddH2O，分裝成 1ml eppendorf，存放於-20℃。 

 

3. Separating gel buffer 

製備 12% separating gel (15ml) 

 Concentration Addition 

ddH2O  6.525ml 

Tris-HCl 1.5M (pH 8.8) 3.75ml 

Bis/Acrylamide 40% 4.5ml 

SDS 10% 150 μl 

APS 10% 75 μl 

TEMED  7.5 μl 

 

製備 10% separating gel (15ml) 

 Concentration Addition 

ddH2O  7.275ml 

Tris-HCl 1.5M (pH 8.8) 3.75ml 

Bis/Acrylamide 40% 3.75ml 

SDS 10% 150 μl 

APS 10% 75 μl 

TEMED  7.5 μl 

 

製備 7.5% separating gel (15ml) 

 Concentration Addition 

ddH2O  8.2125ml 

Tris-HCl 1.5M (pH 8.8) 3.75ml 

Bis/Acrylamide 40% 2.8125ml 
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SDS 10% 150 μl 

APS 10% 75 μl 

TEMED  7.5 μl 

 

4. Stacking gel buffer 

製備 8% stacking gel (3ml) 

 Concentration Addition 

ddH2O  2.175ml 

Tris-HCl 1M (pH 6.8) 375 μl 

Bis/Acrylamide 40% 375 μl 

SDS  30 μl 

APS  30 μl 

TEMED  3 μl 

 

製備 4% stacking gel (5ml) 

 Concentration Addition 

ddH2O  3.18ml 

Tris-HCl 1M (pH 6.8) 1.26ml 

Bis/Acrylamide 40% 500 μl 

SDS 10% 50 μl 

APS 10% 25 μl 

TEMED  5 μl 

 

5. Bovine serum albumin (BSA) solution 

製備 1% BSA solution：BSA 1g (1%)＋NaN3 0.2g (0.2%)溶於 100ml TBST 

 

6. Protein loading dye 

製備 4× protein loading dye (10ml) 

 Concentration Addition 

Tris-HCl 250mM (pH 6.8) 1.5M 1.67ml 

SDS 8%  800mg 
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Glycerol 40%  4ml 

Dithiothreitol(DTT) 400mM  616.8mg 

Bromophenol blue(BPB) 0.2%  20mg 

ddH2O  4.33ml 

4× dye 存放於-20℃冰箱。 

製備 1× dye：4× dye 用 ddH2O 稀釋 4 倍 

 

7. PAGE buffer (running buffer) 

製備 10× PAGE buffer (1 liter) 

 Addition 

Tris-base 30.25g 

Glycine 144.25g 

SDS 10g 

ddH2O add to 1 liter 

製備 1× PAGE buffer：10× PAGE buffer 100ml＋ddH2O 900ml 

 

8. Towbin buffer (transfer buffer) 

製備 10× Towbin buffer (800ml) 

 Addition 

Tris-base 30.25g 

Glycine 144.25g 

ddH2O add to 800ml 

製備 1× Towbin buffer (1 liter，含 20% methanol)： 

10× Towbin buffer 80ml＋ddH2O 720ml＋CH3OH 200ml 

 

9. Tris-buffered saline Tween-20 (TBST) 

製備 20× TBST (500ml) 

 Addition 

Tris-base 12.14g 

NaCl 58.44g 

Tween-20 10ml 

pH 7.5
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ddH2O add to 500ml 

製備 1× TBST：20× TBST 100ml＋ddH2O 1900ml 

 

10. Stripping buffer 

製備 Stripping buffer (100ml) 

 Concentration Addition 

SDS 10% 20ml 

Tris-HCl 0.5M (pH 6.8) 12.5ml 

ddH2O  67.5ml 

β-Mercaptoethanol  0.8ml 

 

2.1.3 細胞培養相關溶液(Solutions for cell culture) 

Phosphate buffered saline (PBS) 

製備 20× PBS stock (1 liter) 

 Concentration Addition 

NaCl 2.74M 160g 

KCl 54mM 4g 

Na2HPO4 200mM 28.4g 

KH2PO4 36mM 4.8g 

ddH2O (pH 7.4)  add to 1 liter 

溶於 ddH2O 1 公升，測 pH 7.4。20× PBS 用 ddH2O 稀釋，滅菌後使用。 

 

Fetal bovine serum (FBS) 

將 FBS 從冰箱拿到室溫解凍之後，放到水浴槽 56℃加熱 30 分鐘去補體，分裝後

保存於-20℃冰箱。 

 

Trypsin-EDTA 

製備 0.25% trypsin-1mM EDTA：Trypsin 2.5g＋EDTA 0.36g 溶於 1 liter PBS，以

0.22 μm filter 過濾後，分裝至 15ml 離心管，存放於-20℃冰箱。 
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M199 medium 

製備 M199 medium (blank，1 liter) 

 Addition 

M199 powder (Gibco®) 1 vial 

NaHCO3  2.2g 

ddH2O add to 1 liter (pH 7.1~7.2) 

先加入 800~900ml ddH2O，加入 M199 和 NaHCO3，再測量 pH 7.1~7.2，最後加

水到 1 liter，在 laminar flow 使用 0.22 μm filter 過濾 medium 並分裝。 

 

製備 M199 medium (serum-free，450ml) 

 Addition 

M199 medium (blank) 438ml 

Kanamycin 1% 5ml 

HEPES 1% 5ml 

Heparin 0.2% 1ml 

ECGS 0.2% 1ml 

製備 M199 medium (10% FBS)：450ml medium(serum-free)外加 50ml FBS 

製備 M199 medium (2% FBS)：450ml medium(serum-free)外加 9.184ml FBS 

 

Charcoal-stored solution 

製備 charcoal-stored solution 

 Addition 

Sucrose 250mM 85.575g 

HEPES 10mM 2.383g 

MgCl2 1.5mM 0.1428g 

ddH2O add to 1 liter (pH 7.4) 

Solution 加入 charcoal 2.5g (0.25%)＋dextran T-70 25mg (0.0025%)，混和搖勻後放

4℃一天，滅菌釜滅菌後存放於 4℃冰箱。 

 

Charcoal-stripped FBS (CS-FBS) 

製備 CS-FBS：取出與要準備 stripping 的 FBS 等量 charcoal solution。charcoal 
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solution 以 3000rpm，5min，4℃離心，去除上清液後加入等量的 FBS，混和搖勻

後放 4℃一天，隔天以 3000rpm，5min 離心，取上清液就是 CS-FBS。 

 

2.1.4 聚合酶鏈鎖反應相關溶液(Solutions for polymerase chain 

reaction) 

Tris/Borate/EDTA (TBE) buffer 

製備 5× TBE buffer (1 liter) 

 Concentration Addition 

Tris-base  54g 

Boric acid  27.5g 

EDTA 0.5M (pH 8.0) 20ml 

ddH2O  add to 1 liter 

製備 0.5× TBE buffer：5× TBE buffer 100ml＋ddH2O 900ml 

 

2.1.5 質核蛋白質分離溶液(Solutions for separation of cytosolic and 

nuclear proteins) 

Cytosolic extraction buffer (buffer A) 

製備 cytosolic extraction buffer (100ml) 

 Concentration Addition 

Sucrose 300mM  10.27g 

HEPES 10mM 100mM 10ml 

 (2.383g/100ml ddH2O) 

KCl 50mM  372.8mg 

EGTA 5mM  190.2mg 

MgCl2 5mM  47.6mg 

ddH2O  add to 100ml 

使用前取 1ml buffer A，加入 50mM PMSF 4 μl＋1M DTT 1 μl 

pH 7.4, NaOH
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Nuclear extraction buffer (buffer B) 

製備 nuclear extraction buffer (100ml) 

 Concentration Addition 

HEPES 20mM (pH 7.4, KOH) 100mM 20ml 

 (2.383g/100ml ddH2O) 

NaCl 420mM  2.455g 

EDTA 0.2mM  7.45mg 

MgCl2 1.5mM  14.3mg 

ddH2O  add to 100ml 

使用前取 0.75ml buffer B，加入 glycerol 0.25ml＋50mM PMSF 4 μl＋1M DTT 0.5 

μl 

 

2.1.6 染色質免疫沈澱溶液(Solutions for chromatin IP) 

PBS wash buffer 

製備 PBS wash buffer (10ml) 

 Concentration Addition 

1× PBS  9.69ml 

PMSF 1mM 50mM 200 μl 

Aprotinin 2 μg/ml 10 μl 

Leupeptin 10 μg/ml 100 μl 

 

Glycine 

製備 2.5M Glycine：93.84g glycine in 500ml ddH2O (或 2.81g in 15ml ddH2O)，存

放在-20℃冰箱。使用前要先置於 4℃回溫。 

 

IP buffer 

製備 IP buffer (10ml) 

 Concentration Addition 

Tris 10mM (pH 7.4) 

NaCl 150mM 
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Triton X-100 1% 

NP-40 0.5% 

EDTA 1mM 

EGTA 1mM 

使用前加 100mM sodium orthovanadate 20 μl，50mM PMSF 40 μl，2mg/ml aprotinin 

50 μl，10mg/ml leupeptin 1 μl 

 

ChIP lysis buffer 

製備 ChIP lysis buffer (500ml) 

 Concentration Addition 

HEPES 50mM (pH 7.5) 1M (pH 7.5) 25ml 

NaCl 140mM 4M 18ml 

Triton X-100 1% 10% 50ml 

Sodium deoxycholate 0.1% 10% 5ml 

ddH2O  add to 500ml 

外加 100× proteinase inhibitor cocktail (PI) 

 

ChIP lysis buffer (high salt) 

製備 ChIP lysis buffer (high salt，500ml) 

 Concentration Addition 

HEPES 50mM (pH 7.5) 1M (pH 7.5) 25ml 

NaCl 500mM 4M 62.5ml 

Triton X-100 1% 10% 50ml 

Sodium deoxycholate 0.1% 10% 5ml 

ddH2O  add to 500ml 

外加 100× proteinase inhibitor cocktail (PI) 

 

ChIP wash buffer 

製備 ChIP wash buffer (500ml) 

 Concentration Addition 

Tris-HCl 10mM (pH 8.0) 1M (pH 8.0) 5ml 
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LiCl 250mM  5.3g 

EDTA 1mM 0.5M (pH 8.0) 1ml 

NP-40 0.5% 10% 25ml 

Sodium deoxycholate 0.5% 10% 25ml 

ddH2O  add to 500ml 

外加 100× proteinase inhibitor cocktail (PI) 

 

TE buffer 

製備 TE buffer (100ml) 

 Concentration Addition 

Tris-HCl 10mM (pH 8.0) 1M (pH 8.0) 1ml 

EDTA 1mM (pH 8.0) 0.5M (pH 8.0) 0.2ml 

ddH2O  add to 100ml 

 

ChIP elution buffer 

製備 ChIP elution buffer (10ml) 

 Concentration Addition 

Tris-HCl 50mM (pH 8.0) 1M (pH 8.0) 0.5ml 

SDS 1% 10% 1ml 

EDTA 10mM 0.5M (pH 8.0) 0.2ml 

ddH2O  add to 10ml 

 

 

2.2 常用儀器(General instruments) 
1. 細胞培養盤：Corning/Falcon 

2. 離心管：BD/Corning 

3. 倒立式光學顯微鏡：Olympus 

4. 細胞培養箱(Incubator)：Thermo CO2 water-jacketed incubator 

5. 無菌操作台(Laminar flow)：Thermo 

6. 小型離心機：EZ-lab, EZ centrifuge 
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7. 離心機/高速離心機：KUBOTA, KUBOTA 1820 

8. 乾浴槽(Dry bath)：Multi-Block Heater (Lab-Line) 

9. 水浴槽(Water bath)：YIHDERN BT-150 

10. 振盪器：Scientific Industries, Inc. Vortex-Genie® 2, G560 

11. 烘箱：Cherng Huei 

12. 垂直式電泳槽：GE 

13. 酸鹼測定儀(pH meter)：MeterLab, Radiometer Copenhagen PHM210 

14. 電源供應器(Power supply)：OWL, OSP-105 

15. 膠膜轉印槽(Electrotransfer tank)：GE 

16. 光譜分光光度計(Spectrophotometer)：Thermospectronic 

17. 高壓滅菌釜(Autoclave)：Tomin 

18. 攪拌/加熱板：Corning stirrer/hot plate 

19. 微量天平：Mettler Toledo, AB204-S/FACT 

20. 等臂天平：AND EK-120A 

21. 震盪器(Orbital shaker)：Digisystem laboratory instrument, Inc. DSR2800V 

22. 超低溫冷凍櫃(-80℃ freezer)：Puffer Hubbard (Harris Manufacturing Company) 

23. 聚合酶鏈鎖反應器(PCR machine)：Whatman Biometra T3000 Thermocycler 

machine 

24. 膠體照相系統(Gel imaging system)：Kodak Scientific Imaging System 

25. 冷螢光影像分析系統(Luminescence/fluorescence imaging system)：Berthold 

Technologies, Inc. NightOWL LB981 Imaging System 

26. 螢光光度計(Luminometer)：Promega, GloMax® 20/20 Single Tube Luminometer 
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2.3 實驗方法(Methods) 

2.3.1 細胞培養(Cell culture) 

本實驗使用人類臍靜脈內皮細胞(Human umbilical vein endothelial cell, 

HUVEC)培養在被覆著 1% gelatin的 10 cm培養皿，使用含有 10% FBS的Medium 

199 培養液 (1% HEPES，1% Kanamycin，2500 U/ml Heparin，2500 U/ml ECGS)，

置於培養箱，在溫度 37℃，95%相對濕度，5% 二氧化碳濃度條件下培養。培養

液每三天更換一次。細胞滿度達到八～九分滿時，將細胞分盤繼代，水浴槽 37

℃預熱培養液、PBS、0.25% Trypsin-EDTA。吸去培養液，加入約 5ml PBS 清洗

一次後吸去，加入 0.25% Trypsin-EDTA 1ml，等到細胞都不貼附後加入些許培養

液終止 trypsin 作用，移到滅菌離心管，以 3000rpm，5min 離心，吸去上清液，

加入新的培養液輕輕打散細胞，取適量細胞液至培養皿，搖勻後置於培養箱。本

實驗使用細胞繼代數介於第五～十代之間。 

2.3.2 西方墨點法(Western blotting) 

1. 準備細胞(Lysate preparation)－全細胞蛋白萃取(Whole cell protein extracts) 

依實驗需求決定蛋白質萃取液。以全細胞蛋白質萃取為例，取出培養皿先觀

察細胞狀況，確定細胞狀況之後，倒掉培養液，先用 PBS 清洗二次，倒掉 PBS

並盡量吸乾，加入約 1ml PBS，使用乾淨的刮棒將細胞刮下收到乾淨的 1.5ml 離

心管，以 4000 rpm，5分鐘離心，此時配製 1ml cell lysis buffer，外加 100× proteinase 

inhibitor cocktail，50× NaF。離心後吸掉 PBS 上清液，依照細胞塊(pellet)大小決

定加入 buffer 的量，用 pipetman 打散細胞後(resuspend)，每隔 5 分鐘 vortex 一次，

強度控制在 7~8，持續約 40 分鐘，以 12500 rpm，30min，4℃離心。離心後取上

清液到新的 1.5ml 離心管，進行下一步蛋白質定量，剩下的存放於-80℃。 
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2. 蛋白質濃度定量(Quantitation of protien concentration) 

使用分光光度計測定吸光值，波長設定 595nm，以 2mg/ml BSA 當標準值，

稀釋成標準組 1→0.5→0.25→0.125 mg/ml。1× protein assay reagent 用濾紙過濾，

每個 cuvette 加入 1ml，標準組加入 20 μl，樣本組加入 2 μl，vortex 均勻後等 5

分鐘回溫，測定吸光值，計算並配製 loading sample 總量(依實驗需求調整)。用

乾浴機加熱到 100~105℃，10~15 分鐘(蛋白質變性成一級結構)。 

3. SDS-PAGE 電泳(Electrophoresis) 

先製備 SDS-PAGE gel。架好膠體加入 sample 後，power supply 先設定 80V，

等到 sample 完全穿過上層膠體後(stacking gel)，再改成 60~80V 跑膠。 

4. 蛋白質轉印(Transfer of proteins onto a membrane) 

準備好 transfer tank、冷卻裝置，裁剪適當 PVDF，PVDF 先用 methanol 潤

濕 1~2 分鐘，再放入 Towbin buffer 潤濕數分鐘，小心取下膠體，用 Towbin buffer

潤濕 gel，準備三明治夾，依照黑→白(負到正)放入：海綿→濾紙→gel→PVDF

→濾紙→海綿。注意：Gel 放置要左右顛倒。架好 tank，倒入 1× Towbin buffer，

水位必須在 min~max 之間，設定 power supply 80mA，跑 transfer 約 20 小時(建

議值 1500<mAh<1900)。Transfer 結束後將 PVDF membrance 取下觀察 marker、

protein 是否都有轉印完全。 

5. 免疫染色(Immunostaining) 

準備 5%脫脂奶粉(0.5g/1× TBST，染非磷酸化的蛋白)或 1%BSA(blocking 

reused，染磷酸化蛋白)，使用 1× TBST wash PVDF 2 次，加入 blocking buffer

在室溫下 blocking 1 小時(或 4℃ overnight)，倒掉牛奶(或回收 1%BSA)，使用 1

× TBST 清洗 15 分鐘，將 PVDF 上欲觀測的蛋白位置裁切，以特定的一級抗體(1：

500~1000)在室溫下染 30 分鐘，再放入 4℃ overnight。使用 1× TBST 清洗 15 分

鐘，以二級抗體(1：5000~10000)在室溫下染 1 小時，使用 1× TBST 清洗 1 小時，
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以 ECL kit 進行冷光壓片。 

2.3.3 細胞質核蛋白萃取(Cytoplasm and nuclear extract 

preparation) 

方法一 

使用 Thermo NE-PER® nuclear and cytoplasmic extraction reagents進行質核蛋

白分離，維持 CERⅠ：CERⅡ：NER 體積比在 200：11：100，取適量 CERⅠ、

NER、PBS 加入蛋白酶抑制劑(protease inhibitor)。先以 trypsinization 收細胞，吸

取部份培養液到 15ml 離心管，每組樣本各 2~3 盤 10cm 培養皿用 PBS 清洗二次

後吸乾，加入 1ml trypsin-EDTA 作用，等到細胞懸浮後，移到 15ml 離心管，以

3500rpm，5min 離心，去除 PBS 上清液。加入約 700 μl PBS 把細胞塊沖下來移

到 1.5ml 離心管，以 2500rpm，5min 離心，去除上清液後加入 50 μl CERⅠ，以

pipetman 沖散細胞塊，放冰上 5min，重複沖散動作 4 次，持續 20min，加入 2.75 

μl 預冷的 CERⅡ，用力 vortex 5sec，放冰上 5min，vortex 5sec，以 12500rpm，

8min，4℃離心，取上清液到新的 1.5ml 離心管，即為細胞質萃取液。Pellet 加入

1ml PBS，vortex 5sec，以 3000rpm(2000~4000rpm)，5min，4℃離心，去除上清

液後加入 25 μl NER，用力 vortex 15sec，每 10min vortex 一次，持續 40min，以

15000rpm，10min，4℃離心，取上清液到新的 1.5ml 離心管，即為細胞核萃取液。

存放於-80℃。 

方法二 

使用 trypsinization 收細胞。吸取部份培養液到 15ml 離心管，每組樣本各 2~3

盤 10 cm 培養皿用 PBS 清洗二次後吸乾，加入 1ml trypsin-EDTA 作用，等到細

胞懸浮後，移到 15ml 離心管，以 2500rpm，5min 離心，去除 PBS 上清液。加入

約 700 μl PBS 把細胞塊沖下來移到 1.5ml 離心管，以 2500rpm，5min 離心，此時
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製備 1ml 細胞質萃取溶液(Buffer A，cytosolic extraction buffer)，去除上清液後加

入約 100~200 μl buffer A，以 pipetman 沖散細胞塊，放冰上 5min，重複沖散動作

持續 30min，以 3000g，5min，4℃離心，收集上清液到新的 1.5ml 離心管，此為

細胞質萃取液。剩下的細胞塊加入 200 μl buffer A，沖散細胞後每次抽取 100 μl

到 Dounce homogenizer，垂直/水平研磨各 25 次，移到新的 1.5ml 離心管，重複

此步驟直到收集完畢。以 3000g，5min，4℃離心，此時製備 1ml 細胞核萃取溶

液(Buffer B，nuclear extraction buffer)，離心完後去除上清液，加入 30~40 μl buffer 

B，此為細胞核萃取液，同時在細胞質萃取液加入 1% NP-40，以 pipetman 沖散

細胞用力 vortex，放冰上 20min。細胞質/核萃取液，以 15000rpm，10min，4℃

離心後，上清液分別移到新的 1.5ml 離心管。進行蛋白質定量，剩下的存放於-80

℃。 

2.3.4 免疫沈澱法(Immunoprecipitation) 

將蛋白質樣本進行濃度定量，取蛋白質含量 200 μg 以上當樣本組，剩下的

部份取固定量當作 negative control，取適量 protein A agarose (beads)，取用時需

先將 200p tip 尖端剪除，以 8000~9000rpm，30sec，4℃離心，去除上清液，加入

與上清液同體積的 PBS(或是滅菌水)，分裝的抗體/beads 每組加入 20 μl beads、2 

μl 一級抗體，用食指輕輕 tapping，室溫作用 0.5~1 小時後，放冰上。Pre-clear cell 

lysate 步驟，取 10 μl beads、2 μl mouse IgG 加入 sample，室溫作用 30min 後，以

8000rpm，30sec，4℃離心，取上清液加入分裝的抗體/beads，放在自轉儀(rotator)

旋轉，4℃，overnight。 

隔天以 6000rpm，5min，4℃離心，去掉上清液，不要吸到 beads，加入 1ml 

PBS(washing)，以 6000rpm，5min，4℃離心，去掉上清液，重複二次。剩下的

beads 每組加入約 10 μl 的 2× protein loading dye，用乾浴機(可加一點水在乾浴機)
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加熱到 100~105℃，10～15 分鐘，之後進行西方墨點法後續步驟。 

2.3.5 染色質免疫沈澱法(Chromatin immunoprecipitation) 

1. 染色質免疫沈澱(ChIP) 

以培養皿內的培養液計算 1% formaldehyde 需要加入的 37% formaldehyde 體

積(例：7ml 培養液加入 37% formaldehyde 189 μl)，搖勻後放室溫 15min。以培養

皿內的培養液計算 0.125M glycine 需要加入的 2.5M glycine 體積(例：7ml 培養液

加入 2.5M glycine 350 μl)，搖勻後放室溫 5min，終止 formaldehyde 作用。使用 4

℃ PBS(含有 protease inhibitor)清洗二次後。吸乾 PBS，每盤加入 100 μl ChIP lysis 

buffer，用刮棒收下細胞到新的 1.5ml 離心管。強力 vortex，放冰上 30min，重複

vortex 動作約 3 次持續 90min。Sample 放冰上，使用超音波振盪器(sonicator)，

以低強度 20%，震盪 10 秒，停止 5 秒，重複三次。以 12000rpm，30min，4℃離

心，離心後取上清液到新的 1.5ml 離心管。進行蛋白質定量，取蛋白質含量

300~500 μg 當樣本組，剩下的部份取固定量當作 input，存放於-80℃。Pre-clear cell 

lysate。依樣本數配製 IP buffer，每 500 μl 含有 0.2mM PMSF，10 μg/ml aprotinin，

1 μg/ml leupeptin，放 4℃。每個樣本(蛋白質含有 300~500 μg)加入 500 μl IP 

buffer，2 μl 一級抗體，40 μl protein A/G agarose (for salmon sperm DNA，beads)，

放在自轉儀 (rotator)旋轉，4℃，overnight。 

隔天以 6000rpm，5min，4℃離心，去掉上清液，不要吸到 beads，留下約

100 μl。進行清洗步驟，加入 1ml ChIP lysis buffer (no proteinase inhibitor)，同時

將 pellet 打漩沖散細胞，以 6000rpm，5min，4℃離心，重複二次。加入 1ml ChIP 

lysis buffer (high salt)，以 6000rpm，5min，4℃離心，重複二次。加入 1ml ChIP lysis 

buffer (wash buffer)，以 6000rpm，5min，4℃離心，重複二次。加入 1ml TE buffer，

以 6000rpm，5min，4℃離心，重複二次。清洗的最後一步，去掉上清液留下的
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100 μl，用 pipetman 小心吸乾上清液。加入 75 μl ChIP elution buffer，放在 65℃

水浴 10min，以 6000rpm，1min，4℃離心。吸取上清液移到新的 1.5ml 離心管，

剩下的 pellet 加入 75 μl ChIP elution buffer 再重複一次，拋棄剩下的 pellet。上清

液放在 65℃水浴 overnight。隔天再加入 150 μl ChIP elution buffer，65℃水浴

overnight。 

隔天取出 input 與 sample 一起進行 DNA 萃取。每個樣本加入 500 μl phenol，

放在自轉儀旋轉，4℃，10min，以 12000rpm，5min，4℃離心，吸取上清液移到

新的 1.5ml 離心管。每個樣本加入 500 μl phenol/chloroform(1：1)，重複上述步驟

一次。每個樣本再加入 500 μl chloroform，重複步驟一次，記住上清液體積，加

入 0.1× 3M sodium acetate (NaOAc)，2× cold 99.9% ethanol，混合均勻後放-20℃，

overnight (或-80℃，2hr)。 

以 14000rpm，10min，4℃離心，去掉上清液(看不到 pellet)，加入 cold 75% 

ethanol，混合均勻後，以 10800rpm，5min，4℃離心，去掉上清液(看不到 pellet)，

等乾燥後加入 15 μl ddH2O，37℃水浴 10min。結束後進行 PCR。 

2. 聚合酶鏈鎖反應(PCR) 

四組 primer 設計分別位在 human p53 gene 轉譯起始位置下游的+12~+415，

以及上游的+35~-153，-610~-935，-1925~-2383。 

每組 25 μl PCR sample mix 成份如下： 

 DNA sample 1.5 μl 

 ddH2O 7 μl 

 50% glycerol 2.5 μl 

 Taq mastermix (2×) 12.5 μl 

 Forward primer 0.75 μl 
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 Reverse primer 0.75 μl 

PCR cycling profiling 如下： 

1. 95℃ 5min 

2. 95℃ 30sec 

3. Tm 30sec (40 cycles) 

4. 72℃ 45sec 

5. 72℃ 10min 

6. 4℃ pause 

 

2.3.6 經由聚合酶鏈鎖反應刪去目標基因(Gene deletion by PCR) 

1. 引子設計(Primer design) 

在此使用實驗室先前設計的 pGL3-Basic plasmid (vector)，包含 tumor protein 

53 的 P1 啟動子，作為藍本，設計一對引子，引子包含 P1 啟動子、特定的限制

酶切位，其中一條引子包括預定刪去的 NF-κB binding site；另外設計三組長序列

的互補引子，互補引子預先去除目標基因序列，保留其餘序列，依此原則設計三

組引子，分別設計不刪去目標基因序列、刪去 USF-1 site (HLH)、刪去 NF-κB 

binding site，用以製作出三組插入子(inserts)。 

2. 聚合酶鏈鎖反應(PCR-mediated gene disruption) 

每組 50 μl PCR sample mix 成份如下： 

 Vector 0.5 μl 

 ddH2O 20 μl 

 DMSO 1.5 μl 

 Taq mastermix (2×) 25 μl 
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 Forward primer 1.5 μl 

 Reverse primer 1.5 μl 

PCR cycling profiling 如下： 

1. 95℃ 5min 

2. 95℃ 30sec 

3. 68℃ 60sec (40 cycles) 

4. 72℃ 45sec 

5. 72℃ 10min 

6. 4℃ pause 

3. DNA 純化(DNA clean up) 

準備 50 μl 以上的 DNA 樣本，不足 50 μl 則用 ddH2O 補至 50 μl，加入與樣

本等量體積的 phenol/chloroform(1：1)，以 12000rpm，5min，10℃離心，取上清

液到新的 1.5ml 離心管，記住上清液體積，加入 0.1× 3M sodium acetate (NaOAc)，

2× cold 99.9% ethanol，1 μl glycogen，混合均勻後放-80℃，5～30min。以

12500rpm，10min，4℃離心，去掉上清液(看不到 pellet)，加入 cold 75% ethanol，

混合均勻後，以 10800rpm，5min，4℃離心，去掉上清液，等乾燥(air dry)後加

入約 20 μl ddH2O，37℃水浴 10min 後，保存於-20℃。 

4. 製造限制酶切位(Restriction enzyme digestion) 

將 vector、insertion 以限制酶切出切位，分二次切出 KpnI、XhoI 二個切位， 

將 Vector/insertion 製造 KpnI 切位(100 μl)： 

 Vector/insertion 4μl /25μl 

 ddH2O 84μl /63μl 

 10× NEBuffer 10 μl 
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 100× BSA 1 μl 

 KpnI 1 μl 

放在 37℃水浴 2 小時，之後進行 DNA 純化。DNA 純化完畢後，再製造第

二個 XhoI 切位，37℃水浴 2 小時後，進行純化 DNA 或是 DNA 電泳膠體純化。 

5. DNA 電泳膠體純化(DNA gel clean up) 

使用 TBE buffer 跑 DNA 電泳。使用 Geneaid Gel/PCR DNA fragments 

extraction kit，切下感興趣的膠體片段放到 1.5ml 離心管，加入 500 μl DF buffer，

用力 vortex，55~60℃水浴 10~15min，每 2~3min vortex 一次，直到膠體完全溶解，

放在室溫下冷卻。準備 DF column 放在 2ml collection tube，將 800 μl 的 sample

加到 DF column，以 12500rpm，30sec，4℃離心，倒掉過濾液，重複此步驟直到

sample 收完。加入 400 μl W1 buffer 到 DF column，以 12000rpm，30sec，4℃離

心，倒掉過濾液，加入 600 μl Wash buffer 到 DF column，等待 1 min，以 12000rpm，

30sec，4℃離心，倒掉過濾液，再以 12000rpm，3min，4℃離心加速乾燥。將

DF column 移到新的 1.5ml 離心管，加入 15~50 μl Elution buffer，對準膜中央滴，

放室溫 3 分鐘，以 12500rpm 室溫離心 2 分鐘，保存於-20℃冰箱。 

6. 接合反應(Ligation) 

將切出二個切位的 vector、insert 取 1 μl 進行 DNA 電泳，比對 marker 亮度，

估計 vector、insert 相對質量，取質量比 insert：vector＝5：1 (或是 insert (μg)/insert 

(kb)：vector (μg)/ vector (kb)＝5：1~10：1)。 

Vector/insertion 接位接合 (20 μl)： 

 Insertion 5× mass 

 Vector 1× mass 

 ddH2O 補到 20 μl 
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 10× T4 DNA ligase buffer 2 μl 

 10× PEG 2 μl 

 T4 DNA ligase 1 μl 

放在 16℃培養 14~16 小時，之後保存於 4℃冰箱。 

7. 轉殖反應(Transformation) 

使用 Fast-Trans™ competent E. coli DH5α cells，各取 15 μl 到二個 1.5ml 離心

管，取接合後的 vector 5 μl 加到 competent cells，放在冰上 20min，heat-shock the 

tube at 42℃ for 45sec，放在冰上至少 2min，準備二個 AmpR LB agar plate，取出

二管 cell 分別加到二盤 AmpR LB agar plate，倒入滅菌過的 beads 將 cell 均勻塗佈

於 plate，之後回收 beads。將 LB agar plate 倒置置於 37℃烘箱培養 12 小時以上，

直到長出的菌落直徑達 1mm，再進行菌落挑選，或是使用石蠟封存於 4℃冰箱保

存。 

8. 菌落挑選(Colony selection) 

等到 plate 長出數個菌落達 1mm，挑選較大的菌落塗在作有標記的 AmpR LB 

agar plate，等待 3~6 小時直到菌落長出，個別挑選菌落，並使用 AmpR LB medium

置於 37℃烘箱培養 12 小時(步驟與製備少量質體 DNA 相同)，取每管菌液取 500 

μl 進行抽取質體，跑 DNA 電泳膠體。選取可能的菌落質體使用限制酶切出切位，

跑 DNA 電泳膠體確認有 insert 嵌入後，即可送定序確認序列。 

2.3.7 製備少量質體 DNA(Preparation of little amount of plasmid) 

LB medium 在使用前先加入 1000×稀釋的 ampicillin 抗生素，取菌液 10~15 

μl，加到含有 ampicillin 的 LB medium 黃色養菌管，蓋子不要旋緊讓空氣能夠進

出，置於 37℃，230rpm 震盪器搖晃約 14~16 小時，等到 LB medium 混濁略為透

光的狀態，不要等到 LB 顏色變黃，可以取 600 μl 菌液加入 50% glycerol 257 μl (最



 - 35 -

終濃度為 15%)，保存於-80℃。剩下的菌液收集到新的 1.5ml 離心管，在室溫下

以 5500 rpm 離心 1～2min 之後，輕輕倒掉上清液，用 pipetman 吸乾殘液，使用

Viogene Mini-M plasmid DNA extraction kit，加入 250 μl MX1 buffer，用 vortex 或

pipetman 打散 pellet 之後，加入 250 μl MX2 buffer，輕微上下小心倒置離心管 4~6

次，計時 1 分鐘，直到 lysate 變清澈，此時加入 350 μl MX3 buffer 中和 lysate，

小心混和溶液會形成白色沈澱，以 13000 rpm /10000g 室溫離心 5~10 分鐘，準備

collection tube 放好 Mini-M™ column，取上清液加到 column，以 9000rpm/7000g

離心 1 分鐘，倒掉過濾液，取 500 μl WF buffer 到 column，以 9000rpm/7000g 離

心 1 分鐘，倒掉過濾液，取 700 μl WS buffer 到 column，以 9000rpm/7000g 離心

1 分鐘，倒掉過濾液，再以 13000rpm/10000g 離心 3 分鐘，column 放室溫 3~5 分

鐘讓酒精揮發，取上面的 Mini-M™ column 到新的 1.5ml 離心管，對準膜中央滴，

放室溫 3 分鐘，加入 50 μl Elution buffer (可以分二次 25 μl 操作)，以

13000rpm/10000g 室溫離心 2 分鐘，使用 Nanodrop 測定濃度，保存於-20℃冰箱。 

2.3.8 細胞轉染(Transfection) 

使用 24-well plate，每 well 種 20000 個細胞，每個設計組別使用 4 wells。隔

天等到細胞貼附之後，以 Opti-MEM 清洗二次，每 well 加入 500 μl 

DMEM-GlutaMax (含有 2% FBS，0.2% ECGS)，外加 50 μl plasmid DNA/Renilla 

luciferase/jetPEI-HUVEC™ mixture，mixture 混和過程只能從 jetPEI-HUVEC™ (每

格 150mM NaCl 25 μl，加入 1 μl jetPEI™)慢慢滴到 DNA solution (每格 150mM 

NaCl 25 μl，加入 10ng Renilla luciferase 與 0.5 μg DNA)混和，混和後放室溫 20

～30 分鐘再加入 plate，加完之後將 plate 混和均勻。反應作用 4 小時後吸掉試劑，

每 well 加入 1ml M199 with 10% FBS，等待 22～24 小時，再進行後續加藥反應。 
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2.3.9 螢光素試驗(Luciferase assay) 

將 5× passive lysis buffer (PLB)使用二次水稀釋成 1×。收細胞倒掉培養液，

用 PBS 清洗一次，每 well 加入 1× PLB 40 μl 用刮棒刮下細胞，可以繼續操作或

保存於-80℃。使用 GloMax® 20/20 Single Tube Luminometer 測定螢光表現，開機

後選擇 Protocol→Run Promega Protocol→DLR-0-INJ→按 OK，測量時要先避光，

收下來的細胞(sample)先回溫到室溫，取新的 1.5ml 離心管分兩段式測讀值，先

取 sample 35 μl，加入 luciferase assay buffer (LAB) 30 μl 混和均勻，按 Measure

進行第一段測量；等到出現 OK 畫面，加入 Stop&Glo® buffer 30 μl (預先混和

substrate)，按 OK 進行第二段測量，重複此步驟測完所有樣本。 
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三、實驗結果 

3.1 黃體素誘導 NF-κB 由血管內皮細胞的細胞質進入細胞核 

由實驗室先前的研究可以知道，黃體素可以抑制人類臍靜脈內皮細胞

(HUVEC)的增生，此種機制是藉由增加 P53 表現所導致，為了了解 NF-κB 對於

P53 表現的影響，使用相同條件與黃體素的劑量，當細胞滿度達到七分滿時換成

2% charcoal-stripped FBS M199 media，quiescence 24h 後，換成 10% 

charcoal-stripped FBS M199，加入最終濃度是 500 nM 的黃體素，選擇在 P53 表

現增加之前的時間點(23 小時以前)，分別於 20 及 22 小時收取質/核蛋白質，在

22 小時有觀察到 NF-κB 在細胞質/核中的變化，而 20 小時 NF-κB 沒有明顯的變

化，圖一(B)顯示經過黃體素處理，HUVEC 的細胞質 NF-κB 總量有略為減少，

而在細胞核 NF-κB 總量有明顯增加的現象，3.81±0.87(P<0.03 相對於細胞核控制

組)，但是整體的 NF-κB 總量並沒有因為黃體素作用而有明顯變化(圖一(A))，指

出 NF-κB 從細胞質移動到細胞核，出現轉位現象(translocation)，這些進入細胞

核的 NF-κB 可能會影響後續的基因轉錄。 

3.2 黃體素透過 NF-κB 的活化來增加血管內皮細胞 P53 的表現 

為了知道 NF-κB 是否會影響 P53 的表現，在這裡利用 NF-κB 抑制劑 (IKK

特異性抑制劑)Bay11-7082 可以阻斷 NF-κB 的作用來觀察 P53 表現量的變化。在

給予 500 nM 黃體素之前一小時投以 10、50 及 100 nM 不同濃度的 Bay11-7082，

預先阻斷 NFκB 的作用，再選擇 P53 表現有增加的時間點收取全部的細胞蛋白

質；圖二顯示出，單獨以黃體素處理的組別會有 P53 表現增加達到 1.7 倍(P<0.03

相對於對照組)，10 nM Bay11-7082 組別開始有出現抑制 P53 表現的現象(P<0.05

相對於單獨以黃體素處理的實驗組)，50 及 100 nM Bay11-7082 組別則完全阻斷
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黃體素對 P53 表現的作用(P<0.05 相對於單獨以黃體素處理的實驗組)。這指出血

管內皮細胞需要活化的 NF-κB 作用來增加 P53 的表現。 

3.3 黃體素增加 IκBα的磷酸化並且減少 IκBα與 NF-κB 的結合 

活化的 NF-κB 與血管內皮細胞中的 P53 表現增加有關。NF-κB 平時是以

NF-κB-IκBα的複合物形式存在於細胞質中，一旦出現其他訊息分子的刺激，IκBα

會被磷酸激酶(IKK complex)磷酸化，並且脫離 NF-κB。為了了解黃體素對於

NF-κB 複合物的作用，在 NF-κB 還沒從細胞質進入細胞核之前，先觀察 IκBα的

磷酸化以及 NF-κB-IκBα的結合情形。圖三顯示出 IκBα在 21 小時就有 p-IκBα

增加的現象，說明黃體素的確可以增加內皮細胞 IκBα的磷酸化作用；圖四藉由

免疫共沈澱法呈現 NF-κB-IκBα的結合情形，而在 21.5 小時就可以觀察到 NF-κB

與 IκBα結合下降的情形，可以知道經過黃體素作用後會導致 NF-κB 與 IκBα分

離，增加 NF-κB 單體與 p-IκBα在血管內皮細胞中的含量。 

3.4 黃體素增加 IκBα的磷酸化作用是透過活化 ERK 的途徑 

實驗室之前的研究指出，給予黃體素之後，可以在短時間內活化ERK (MAPK)

的作用，同樣可以影響後續 P53 表現量增加。在這裡想要了解 NF-κB 與 ERK 途

徑之間的關係，利用 ERK1/2 inhibitor 阻斷 MAPK 的作用來觀察對於 NF-κB 複

合物的影響。透過 ERK1/2 抑制劑：U0126 或 PD98059 的作用，可以在圖五看出，

單獨給予 U0126 或 PD98059 的組別相對於對照組其 IκBα及 p-IκBα並沒有明顯

量的變化；在給予黃體素之前一小時給予 U0126 或 PD98059 的組別，觀察到

p-IκBα在細胞內的總量減少，但是並沒有影響 IκBα量的變化；可以說明經由抑

制 ERK1/2 可以減少黃體素引起的 IκBα磷酸化，指出 MAPK 路徑對於 NF-κB 複

合物的變化有一定的影響。 
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3.5 黃體素可以增加 NF-κB 與 p53 gene 的結合 

NF-κB 經過黃體素誘導可以從細胞質進入細胞核，要了解進入細胞核的

NF-κB 是否會影響 p53 gene 的轉錄活性，要先觀察 NF-κB 與 p53 gene 的結合情

形。為了了解 NF-κB 在 p53 gene 的結合情形，在這裡選取四段區域，分別位於

human p53 gene 轉譯起始位置下游的+12~+415，以及上游的+35~-153，

-610~-935，-1925~-2383，這些區域都有包含 NF-κB 可能的結合位置。經由搜尋

NCBI nucleotide 找出 p53 gene sequence (tumor protein 53，TP53)，設計適合的引

子，再選擇 Blast 分析以確定引子的專一性，選擇 NF-κB 進入細胞核之後的時間

點(22 小時)，使用染色質免疫沈澱法觀察 NF-κB 與 p53 gene 之間的結合。結果

發現，在 p53 gene 這些區域，經過黃體素處理 22 小時之後，會增加 NF-κB 與

p53 gene 的結合，但是在 20 小時則沒有結合增加的情形(圖六)，顯示進入細胞核

的 NF-κB 與 p53 gene 有結合增加的現象。 

3.6 p53 gene 啟動子上面具有轉錄因子 NF-κB、HLH、EBPβ的結合

位置 

參考之前的文獻，指出 p53 gene 上面具有三個潛在的啟動子活性，第一個

啟動子位於 p53 gene exon1 以及其上游區域，可以轉錄出完整的 p53 mRNA，轉

譯出具有完整功能的 53kDa或 46 kDa的 P53 蛋白(91, 92, 100)以及轉錄出少掉 40 

nucleotides 的 p53 mRNA，轉譯出 48 或 41 kDa 的 P53 蛋白(96, 97, 100)，第二個

啟動子位於 p53 gene intron1，具有轉錄活性，但是不能轉譯出具有功能的 P53

蛋白，屬於一個偽基因(pseudogene)(93)，第三個啟動子位於 p53 gene intron4，可

以轉錄出少掉 133 nucleotides 的 p53 mRNA，轉譯出 35 或 25 kDa 的 P53 蛋白，

此種蛋白不具有 N-terminus 的 transactivation、proline domain，但是仍保有大部
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分的 DNA binding domain (96, 97, 100)。 

根據上述，能轉錄、轉譯出具有完整功能的 P53 蛋白的啟動子位於 p53 gene 

exon1 以及上游區域，因此在此參考文獻的啟動子設計區域(101, 102, 103)，exon1

第 118 bp 具有 XbaⅠ的限制酶切位，exon1 上游 232 bp 位置具有 HindⅢ的限制

酶切位，選取此段序列進行分析，使用 MOTIF Search (http://motif.genome.jp/)、

Transcription Element Search System (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess)尋

找可能的因子結合位置，發現 p53 gene promoter 上面具有轉錄因子 NF-κB、HLH 

(basic helix-loop-helix leucine zipper family or upstream stimulatory factor 1，

USF-1)、EBPβ (CCAAT/enhancer binding protein β)的結合位置。為了分析 NF-κB

以及其他轉錄因子在 p53 gene 上面的啟動子活性，設計五組 gene construct，刪

去特定的結合位置，五組 construct 分別是：完整的整段 325bp 的 p53 啟動子

(p53GL3，原始序列 5’有 HindⅢ、3’有 XbaⅠ限制酶切位，實驗室提供)、整段

325bp 刪除 NF-κB 結合位置 (p53GL3-delNFκB)、80bp 的 minimum p53 啟動子

(p53GL3-80，缺少-81~-325 區域)、移除 HLH domain 的 minimum p53 啟動子 

(p53GL3-80delHLH，位於 NF-κB 結合位下游 5 bp)及移除 NF-κB 結合位的

minimum p53 啟動子 (p53GL3-80delNFκB)，接合到 pGL3-Basic plasmid (圖七)。 

為了製作 p53 gene construct，以實驗室所提供的 p53GL3 plasmid 為藍本，設

計四組引子用來建構 p53 gene deletion construct 的插入子，一組使用 PCR 做出的

插入子，另外三組利用互補引子對互黏(annealing)製作出 minimum p53 promoter

的插入子，做好的插入子接合到 pGL3-Basic plasmid，經由質體轉殖到勝任細胞

放大質體，抽取質體後再使用限制酶來篩選菌落，最後選擇適當的菌落進行定序

確認，挑選正確序列的 constructs(圖八)。 
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3.7 移除 p53 gene 啟動子上面的 NF-κB 結合位置幾乎完全阻斷黃體

素對於 p53 gene 的啟動子活性 

為了確認 NF-κB 以及相關轉錄因子結合位置在 p53 啟動子上面的重要性，

將五組 constructs 轉染送入細胞後，再以黃體素處理 22 小時進行螢光素試驗，測

得數據以 Firefly/Renilla luciferase 相對螢光素活性(RLA)表示，結果發現以黃體

素處理的 p53GL3-delNFκB 組別的啟動子活性遠小於 p53GL3 組別，活性剩下 7.9

±1.3%(P<0.001)，同樣的情形，以黃體素處理的 p53GL3-80delNFκB 組別的啟動

子活性小於 p53GL3-80 組別，剩下 15.2±1.5%(P<0.001)，如果相對於 p53GL3 組

別，啟動子活性就只剩下 6.0±0.6%(P<0.001)，說明移除 NF-κB 結合位置之後，

可以幾乎完全阻斷黃體素對於 p53 gene 的啟動子活性；以黃體素處理的 minimum 

p53 promoter (p53GL3-80)啟動子活性只有完整的 p53 啟動子(p53GL3)的 40.0±

4.7%(P<0.001)，可以推測位於-81~-325 的 EBPβ轉錄因子會影響 p53 gene 的啟動

子活性；移除位於 NF-κB 結合位下游 5 bp 的 HLH domain (p53GL3-80delHLH)，

黃體素誘導啟動子活性僅為 p53GL3-80 的 46.0±9.5%，指出 HLH 也有參與 p53 

gene 的啟動子作用(圖九)，說明 NF-κB 結合位置對於黃體素誘導 p53 啟動子活性

具有決定性的角色，HLH、EBPβ結合位置對於 p53 啟動子也會提供部份的 p53

啟動子活性。 

3.8 黃體素增加 PR-A 由內皮細胞的細胞質進入細胞核 

在人類臍靜脈內皮細胞中可以偵測到二種黃體素受器亞型：PR-A 及 PR-B，

以及這二者 mRNA 的表現(88)，一般認為黃體素會與細胞內的黃體素受器結合，

進一步誘導基因的轉錄活性，但是這種作用在這裡有待釐清。有文獻指出，在人

類臍靜脈內皮細胞中，給予黃體素刺激可以誘導 PR-A 的表現量增加，給予動情
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素可以增加 ERβ的表現量，但是對於 PR-B 及 ERα的表現則沒有影響(29)。為了

了解在經過黃體素刺激之後，對於 PR 的作用為何，以及要觀察是否對於 NF-κB

轉錄作用有影響，在此先使用細胞質/核分離來看 PR 的變化；結果發現，經過黃

體素處理，HUVEC 的細胞質 PR-A 總量有明顯減少 42.5±4.9% (P<0.01 相對於細

胞質對照組)，而在細胞核 PR-A 總量也有明顯增加的現象，44.6±2.8% (P<0.01

相對於細胞核對照組)，細胞核 PR-A 增加的量大約接近於細胞質 PR-A 減少的

量，而細胞質與細胞核的 PR-B 總量在黃體素處理前後並沒有任何變化(圖十)，

指出 PR-A 會從細胞質移動到細胞核，出現轉位現象(translocation)，但是對於

PR-B 則沒有顯著的影響。 

3.9 黃體素可以增加 NF-κB 與 PR-A 的結合 

PR-A 經過黃體素誘導可以從細胞質進入細胞核，要了解進入細胞核的 PR-A

是否會影響 NF-κB 對於 p53 gene 的轉錄活性，為了確認 PR-A 是否會與 p53 gene

的啟動子結合，使用 NCBI nucleotide 搜尋，由於 human p53 gene 上面並沒有任

何 PR 的結合位置，可以知道 PR 不會直接與 p53 gene 結合，但是 PR 仍可能與

NF-κB 結合，影響 NF-κB 的轉錄活性，所以要先觀察 NF-κB 與 PR 之間的結合

情形。根據上一段敘述，在黃體素的作用下，會促使 PR-A 由細胞質移動到細胞

核，圖十一的免疫共沈澱結果顯示，黃體素的確會增加 PR-A 與 NF-κB 之間的結

合，相反地，PR-B 與 NF-κB 之間並沒有出現結合的現象，圖表結果是使用雙向

免疫共沈澱以確定 NF-κB 與 PR 之間的結合情形。我們進一步想確認黃體素對於

PR-A 與 NF-κB 之間的結合的作用是發生在細胞質還是細胞核。從圖十二的結果

發現，細胞質與細胞核都有出現 PR-A 與 NF-κB 結合增加的現象。 
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四、討論 

黃體素(progesterone)在女性生理上扮演很重要的角色，會影響生殖組織的生

長分化以及維持必要的功能。許多研究已經證實黃體素是經由細胞核內黃體素受

器(genomic progesterone receptor, gPR)影響下游的基因表現，核內黃體素受器是

屬於類固醇/核內受器(steroid/nuclear hormone receptor)大家族的一員，黃體素經

由此路徑調節的效應所需時間較久。對於黃體素的快速效應，也被認為是經由黃

體素受器所引發(34)，黃體素受器受到 progestin 直接調節，並作用於細胞質中含

有 SH3 domain 的訊息分子，c-Src 酪胺酸激酶，影響下游的 MAPK 活性(52, 114)，

此類效應與黃體素所影響的各種下游訊息傳遞相關。同樣的，黃體素在不同的組

織或器官的作用也各有不同，就目前所知，會受到體內黃體素濃度影響所產生的

現象，包括排卵、黃體化、濾泡閉鎖、母體懷孕辨識等等，已經有一定程度的研

究，但是黃體素對於血管分化及增生的相關研究仍然較少。許多研究已證實動情

素能降低動脈粥狀硬化的風險，給予動情素可以使人類臍靜脈內皮細胞(HUVEC)

即使暴露在 TNFα下仍具有保護作用(111)。黃體素與動情素在正常生理情況下會

有協同作用，比單獨給予動情素對心血管更有益處(1-4, 28)。如果單獨給予黃體

素，經由黃體素受器作用，對於血管內皮細胞以及血管平滑肌細胞的增生會有抑

制作用，使血管修復再生過程受損(5-7, 28)。因此我們認為黃體素對於血管內皮

細胞具有抗血管增生的作用。 

根據本實驗室先前的研究成果，在生理範圍內的黃體素濃度(5~500 nM)，可

以抑制人類以及大鼠的動脈平滑肌細胞的增生，而指出黃體素可能具有抗動脈硬

化(antiatherosclerosis)的作用(113, 130)。黃體素可藉由增加 p53 的蛋白表現來抑

制細胞週期的進行，而此作用是透過增加下游的 p21 及 p27 蛋白表現使細胞停留

在 G0/G1 期。p21 及 p27 的增加會減少 CDK2 的激酶活性，阻止細胞週期的進行，
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減少內皮細胞的增生現象(112)。黃體素作用於人類臍靜脈血管內皮細胞，藉由

黃體素受器誘導 Src 活性，並經由 MAPK 路徑影響 p53 表現，會使 K-Ras/p-Raf 

/p-Erk1/2 的表現量上升，進而影響後續訊息分子活化(127)。為了了解黃體素如

何誘導 p53 表現增加，要先尋找會影響 p53 gene 功能的轉錄因子，在許多細胞

內轉錄因子當中，NF-κB 被認為與血管細胞的血管生成功能有密切關係；HUVEC

細胞增生與 NF-κB 的持續活化有關，高濃度的 melatonin 可以抑制 NF-κB 的表現

以及其結合到 DNA 上的能力，可能是經由抑制 ERK/Akt /PKC 路徑所導致

melatonin 對於 HUVEC 有抗細胞增生的作用(117)；在活體外實驗，氧化性自由

基造成血管內皮細胞的血管生成型態改變，可能與 NF-κB 與 IL-8 有關(118)，這

些結果指出 NF-κB 對於調節內皮細胞存活、細胞凋亡、型態生成上扮演著重要

的訊息傳遞作用。在未受刺激的的哺乳動物細胞中，一般是以 NF-κB-IκBα 

(p65-p50- IκBα)的形式存在在細胞質，NF-κB 平時被 IκBα所抑制，經由不同刺

激可以脫離 IκBα的抑制而進入細胞核調控不同的基因，而 NF-κB 對於 p53 的作

用會因為受到不同的刺激而有截然不同的結果。之前的研究已證實在內皮細胞

中，黃體素會誘導 p53 的表現，進而抑制內皮細胞的增生，但是黃體素對於 NF-κB

的作用及 NF-κB 與 p53 之間的關係仍然不清楚。本文內容主要在證實 NF-κB 在

黃體素誘導 p53 向上調節所扮演的角色。 

由本文結果可以知道，經由黃體素的刺激的確可以使 NF-κB 從細胞質進入

細胞核，進一步給予 NF-κB 抑制劑(IKK 特異性抑制劑，Bay11-7082)作用，可以

抑制黃體素對於 p53 向上調節的作用，說明 NF-κB 受到刺激之後會對 p53 有影

響；NF-κB 在要進入細胞核之前，必須使 IκBα被磷酸化，之後被泛素化

(ubiquitylation)而降解，NF-κB-IκBα要有脫離分開的現象；因此利用免疫共沈澱

法來檢視 IκBα在 NF-κB-IκBα複合物中的變化，間接推測 NF-κB 的活化情形，
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而結果也的確指向這個假設。 

為了連接 ERK 與 NF-κB 之間的作用，根據之前的研究結果指出，黃體素可

以在短時間內提昇 ERK 的活性(十分鐘內)，與 p53 表現增加的時間相比起來(23

小時)，出現了長時間的空檔；實驗結果說明，在這段時間內也會發生 NF-κB 的

變化，從細胞質進入到細胞核，指出 ERK 與 NF-κB 複合物之間有特定的機制作

用，在此使用了二種 Erk1/2 inhibitor 來阻斷 ERK，觀察對於 NF-κB 複合物的變

化，說明阻斷 ERK 在黃體素處理下可以減少 NF-κB 複合物之中的 IκBα磷酸化，

進一步引導 NF-κB 進入細胞核，減少 p53 的表現；單獨給予 U0126 或 PD98059

的組別相對於對照組並沒有明顯 IκBα、p-IκBα量的變化，但是給予黃體素之前

一小時給予 U0126 或 PD98059 的組別，卻觀察到由黃體素所造成 p-IκBα在細胞

內增加的總量減少，total IκBα沒有明顯的變化；顯示出黃體素並不會影響 IκBα

或是 NF-κB 在內皮細胞內的表現量，在未受到黃體素刺激的內皮細胞中，已經

有存在受到 ERK 路徑影響而持續活化的 NF-κB，經由抑制 ERK 再受到黃體素刺

激後反而使 IκBα磷酸化下降，也就是 NF-κB 的活化有下降的趨勢；從 ERK 活

性增加到 NF-κB 的變化，也就是在 ERK 活化到 IκBα磷酸化作用的這段時間，

仍然存在著長時間的空檔，究竟 ERK 如何透過 NF-κB 影響 p53 的作用，在這裡

並沒有作更進一步的探討與說明。 

NF-κB 進入細胞核之後對於 p53 gene 如何作用，首先先對 p53 gene 序列進

行分析，經由 NCBI nucleotide 資料庫搜尋，指出 p53 gene 上面有許多的 NF-κB

結合位置。此外，一些研究也有指出 p53 gene 上面的啟動子與活化子區域在 p53 

gene 上面的作用。經由染色質免疫沈澱實驗可以觀察到 NF-κB 在 p53 gene 這四

個區域都有結合上升的現象，這些區域位於轉譯起始位置的上游區域與下游區

域，但是引子設計時並沒有涵蓋所有 p53 gene，而且有在啟動子/活化子以外區
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域觀察到 NF-κB 與 p53 gene 的結合增加，因此說明經由黃體素處理可以增加

NF-κB 與 p53 gene 的結合情形；NF-κB 與可能的 p53 gene 啟動子/活化子結合增

加，NF-κB 對於 p53 gene 啟動子/活化子的作用，會增加 NF-κB 對於 p53 gene 的

轉錄活性，但是對於 NF-κB 結合到 p53 gene 啟動子/活化子以外區域的作用，功

能仍然不清楚。 

從過去的文獻指出，到目前為止的研究指出，human p53 gene 具有後續活化

作用的啟動子只有一個，可以轉錄出三個 mRNA variants (96, 97, 98, 100)，編碼

出全長 p53 (FLp53、wild type p53)、p53i9、Δ40p53 的蛋白質；wild type p53 會

經由活化 pro-apoptosis 分子，影響細胞週期的運作，使細胞停留在 G0/G1 期(G0/G1 

arrest)，具有 anti-proliferation 與增加 apoptosis 的作用；p53i9 會經過 intron 9 的

選擇性剪接(alternative splicing)，再轉譯出切除 C-terminus 60 個胺基酸的 p53 

isoform (46kDa)，這種 p53 蛋白不具有轉錄活性，也缺少 DNA 結合的活性，沒

有證據指出內生性的 p53i9 isoform 可以表現出蛋白質；Δ40p53 (又名 p47、Δ

Np53)會經過 intron 2 的 alternative splicing，或是轉譯起始位置的選擇性轉譯

(alternative initiation of translation)，再轉譯出切除 N-terminus 40 個胺基酸的 p53 

isoform，Δ40p53 可以調整 p53 在細胞內的核內定位，以及經由 MDM2 來抑制

p53 的分解(105)；內生性的 p53β protein isoform 如果結合到可被 p53 誘導的啟動

子時，可以特別增強 p53 在 Bax 啟動子上面的轉錄活性而不是作用於 p21 啟動

子，Bax 啟動子是 p53 蛋白對於誘導細胞凋亡相關的目標基因(119)；在人類腫瘤

細胞中，不同的 p53 isoforms 表現，或許可以提供某些對於 p53 狀態與癌症預後

相關性差異的一種解釋(100)，這說明了 p53 的多種異構蛋白，可能對於 p53 的

作用具有調節功能。在這裡黃體素對於 p53 表現增加，進而影響 p21 及 p27 表現，

抑制內皮細胞的增生；由於 p53 的多種異構蛋白，對於增加 pro-apoptosis 分子表
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現影響後續的細胞增生與細胞凋亡的作用，只有 wild type p53 的主要功能有此種

作用，因此在這裡以 p53 啟動子序列為研究對象進行探討。 

文獻指出了 p53 gene 啟動子的區域與序列(92, 94)，在 p53 基因的轉錄調節

區中，並不像大部分的基因啟動子是經由 RNA polymeraseⅡ (RNAPⅡ)所轉錄，

因為在轉錄起始位置的上游區域(upstream of the transcription start site)，p53 啟動

子並沒有任何的 TATA-like sequence (91, 121, 125)；參考文獻的啟動子設計區域

(101, 102, 103)，啟動子位於 p53 gene exon1 以及上游區域，此區域具有完整的

p53 啟動子活性(95)，將啟動子序列使用 MOTIF Search 基因資料庫搜尋 p53 gene

啟動子上面可能的轉錄因子結合位置。在 p53 gene 啟動子上面確實有找到轉錄

因子 NF-κB、HLH、EBPβ的結合位置，尤其是 HLH 位於 NF-κB 結合位下游 5 bp，

十分接近 NF-κB 結合位，對於 NF-κB 可能會有直接或間接的作用，雖然本篇研

究並沒有特別指出 HLH 的作用，但是在此仍然考慮此區域的作用；HLH (basic 

helix-loop-helix leucine zipper family)是一種可以被具有 helix-loop-helix 區域的轉

錄因子所辨識的保留性辨識序列，這類的轉錄因子包括 Myc/MyoD 家族的轉錄

活化子(121, 122, 126)，有研究指出 NF-κB 可以活化 c-myc 基因的表現(124)，表

現 c-myc 基因可以向上調節 p53 基因的表現(123)；核內因子結合到 HLH 區域與

提升 p53 啟動子活性有關，在轉型細胞中，這與 p53 啟動子達到最大後續活化有

關(121)。EBPβ (CCAAT/enhancer binding protein β)序列同時包含 CCAAT 與

enhancer binding protein β (EBPβ) motifs，是一種可以被具有 leucine zipper (basic 

region-leucine zipper，bZIP)蛋白質所辨識的保留性辨識序列(116)，包括 C/EBPβ

蛋白，這對於巨噬細胞(macrophages)的抗菌能力(antibacterial activity)很重要

(109)；IL-1β可以刺激 C/EBPβ的表現，使 C/EBPβ結合到 C/EBPβ motif。此外，

給予 IL-1β對於化學刺激素(chemokines)的向上調節也涉及 NF-κB 的作用。在人
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類的軟骨細胞中(human chondrocytes)，NF-κB 與 C/EBPβ共同參與 IL-1β在增加

chemokine genes 的表現(115)；動情素可以經由鈣-攜鈣素調節的蛋白激酶Ⅳ

(Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase Ⅳ，CaMKⅣ)的非基因體路徑而增加

p53 表現，這過程涉及了 p65 與 CCAAT-binding transcription factor-1 的共同作用

(128)；指出 NF-κB 與 C/EBPβ可能會共同調控包括 p53 gene 在內的某些基因的

表現。 

由實驗結果知道，p53 啟動子失去 NF-κB 結合位幾乎失去啟動子的活性。p53 

gene 上面的 NF-κB 結合位置對於黃體素誘導 p53 啟動子活性具有決定性的角

色。NF-κB 對於 p53 有促進性的作用。黃體素刺激下，移除 p53 gene 啟動子的

其他轉錄因子 HLH、EBPβ結合位置，會部份失去 p53 啟動子活性，可以知道

HLH 及 EBPβ相關蛋白也會對於 p53 gene 啟動子提供部份的 p53 啟動子活性，

說明 NF-κB 會與這些蛋白共同調節 p53 gene 的活性。 

由於黃體素會與黃體素受器結合，影響標的細胞的後續反應，在這裡我們探

討黃體素-黃體素受器結合後，是否會對於 p53 gene 具有額外的作用。黃體素受

器的 N 端上面具有 proline-rich motif (polyproline)區域，可以與 Src 的 SH3 domain

直接作用，增強與 Src kinase 的結合作用，並進一步活化 Src kinase，此種反應是

藉由 PR-B 的作用，經由活化 Src kinase，進而調節特定基因的後續活化(52, 58, 

59)。在乳癌細胞中，大部分受到黃體素受器所調節的基因大多是由 PR-B 所調

控，很少被 PR-A 或是 PR-A 與 PR-B 共同所調控(129, 133)。但是過度表現 PR-A

比起過度表現 PR-B 的乳癌細胞還要更常見(131, 132)，過度表現 PR-A 的乳癌細

胞會出現明顯的細胞型態改變以及失去細胞貼附的特性(133)。PR-A 及 PR-B 可

能經由不同作用來影響細胞的生長型態。 

本實驗室之前的研究指出，黃體素是經由結合細胞膜上的黃體素受器，在短
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時間內經由活化 ERK 激發細胞的反應，此種作用指向黃體素的非基因體效應。

由於黃體素受器主要分佈的位置在細胞質內，同樣地，黃體素也會穿過脂溶性的

細胞膜進入細胞質，並且與黃體素受器結合。在人類臍靜脈內皮細胞中可以偵測

到二種黃體素受器亞型：PR-A 及 PR-B，以及這二者 mRNA 的表現(88)。由結果

可以知道，在人類臍靜脈內皮細胞中，黃體素受器 PR-A，在經過黃體素刺激後

會進入細胞核內；從免疫共沈澱的實驗結果中，發現到 NF-κB 與黃體素受器的

PR-A 結合情形有增加的現象，相對於 PR-B 就沒有出現與 NF-κB 的結合作用。

PR-A 與 NF-κB 受到黃體素刺激同樣都有出現 translocation，代表這二個因子可

能與後續的基因表現有關。而這二者因子結合增加的現象，暗示黃體素受器 PR-A

可能會調節 NF-κB 的作用，進而調控 p53 的表現，抑制血管內皮細胞的增生，

而這種現象未來仍需要作進一步的證實與探討。 

本研究的結果顯示黃體素可透過活化 ERK 所傳遞的途徑增加 IκBα的磷酸

化，進而降低 NF-κB 與 IκBα的結合，而引起 NF-κB 進入細胞核內，並與 p53 gene

的啟動子作用結合，最後造成血管內皮細胞內的 P53 的 mRNA 及蛋白質表現量

增加。本研究的發現讓我們對於黃體素如何引起內皮細胞內 P53 的增加及血管增

生的抑制作用之分子機轉有更進一步的了解。 
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圖一、黃體素誘導NFκB由血管內皮細胞的細胞質進入細胞核

HUVEC細胞培養於含有10% FBS M199 media，當細胞滿度達到七分滿時換成2% charcoal-

stripped FBS M199 media，quiescence 24h後，換成10% charcoal-stripped FBS M199，加入

最終濃度是500nM progesterone處理22h之後收細胞。(A)抽取全部的細胞蛋白質。(B)進行

細胞質/核蛋白質分離，以西方墨點法分析，使用total NFκB一級抗體，以GAPDH或α-

tubulin當作細胞質internal control (內部控制組)，以PARP當作細胞核internal control。Cyt: 

cytoplasm proteins; Nuc: nuclear proteins; C: control; P: treatment with progesterone。數據所

顯示的是平均值±標準差 (n =3)，*P value <0.03 細胞核實驗組相對於細胞核對照組。
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圖二、黃體素透過NFκB的活化來增加血管內皮細胞P53的表現

HUVEC細胞培養於含有10% FBS M199 media，當細胞滿度達到七分滿時換成2% charcoal-

stripped FBS M199 media，quiescence 24 h後，換成10% charcoal-stripped FBS M199，在加

入progesterone之前預先以最終濃度10、50、100 nM Bay11-7082處理1 h之後，換成最終濃

度是500 nM progesterone，或同時以Bay11-7082共同處理23 h之後收細胞，以西方墨點法分

析，使用p53一級抗體，以α-tubulin當作細胞internal control。數據所顯示的是平均值±標準

差 (n =3)，‡P value<0.03 相對於對照組，*P value<0.05 相對於單獨黃體素處理的實驗組。
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圖三、黃體素可以增加內皮細胞IκBα的磷酸化作用

HUVEC細胞培養於含有10% FBS M199 media，當細胞滿度達到七分滿時換成2% charcoal-

stripped FBS M199 media，quiescence 24 h後，換成10% charcoal-stripped FBS M199，加入

最終濃度是500 nM progesterone處理21h及21.5h之後收細胞，使用西方墨點法，以p-IκB

α及IκBα一級抗體進行分析，α-tubulin當作internal control。箭號代表specific band。數

據所顯示的是平均值±標準差(n =2)。
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圖四、黃體素可以降低內皮細胞NFκB與IκBα的結合

HUVEC細胞培養於含有10% FBS M199 media，當細胞滿度達到七分滿時換成2% 

charcoal-stripped FBS M199 media，quiescence 24 h後，換成10% charcoal-stripped FBS 

M199，加入最終濃度是500 nM progesterone處理21h及21.5h之後收細胞，使用NFκB

一級抗體(mouse IgG)、normal mouse IgG進行免疫沈澱試驗，使用西方墨點法，以

NFκB及IκBα一級抗體進行分析。IgG: normal mouse IgG (negative control); Input: 

positive control; Hc: antibody heavy chain; C: control; P: treatment with progesterone。實

驗數據組別n=2。
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圖五、黃體素增加IκBα的磷酸化作用是透過活化ERK的途徑

HUVEC細胞培養於含有10% FBS M199 media，當細胞滿度達到七分滿時換成2% charcoal-

stripped FBS M199 media，quiescence 24h後，換成10% charcoal-stripped FBS M199，加入

最終濃度是500nM progesterone處理22h之後收細胞，其他組別使用ERK1/2 inhibitor，以最

終濃度5μM U0126、10μM PD98059預先處理1 h，以西方墨點法分析，使用p-IκBα及

IκBα一級抗體，以α-tubulin當作internal control。箭號代表specific band。數據所顯示的

是平均值±標準差(n =2)。
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圖六、黃體素可以增加NFκB與p53 gene的結合

HUVEC細胞培養於含有10% FBS M199 media，當細胞滿度達到七分滿時換成2% 

charcoal-stripped FBS M199 media，quiescence 24 h後，換成10% charcoal-stripped FBS 

M199，加入最終濃度是500 nM progesterone處理20 h及22 h之後收細胞，使用NFκB一

級抗體(mouse IgG)及normal mouse IgG進行染色質免疫沈澱分析，設計不同位置的p53 

gene primer進行PCR，觀察NFκB在p53 gene不同位置上面的結合情形。實驗結果顯示

在給予黃體素22 h後會增加NFκB與p53 gene的結合，實驗數據組別n=3。IgG: normal 

mouse IgG (negative control); Input: positive control; H2O: as the background; Hc: antibody 

heavy chain; C: control; P: treatment with progesterone 。
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圖七、p53 gene啟動子上面具有轉錄因子NFκB、HLH、EBPβ的結合位置

(A) Human p53 gene sequence. (B, C, D, E, F) 選擇p53 gene上面會轉錄轉譯完整p53 protein的

啟動子序列，5’與3’各設計一個限制酶切位點，設計完整的整段325bp的p53啟動子

(p53GL3，原始序列5’有HindⅢ、3’有XbaⅠ限制酶切位，實驗室提供)、整段325bp刪除

NFκB結合位置(p53GL3-delNFκB)、80bp的p53啟動子、80bp刪除HLH domain (位於NFκB

結合位下游5bp)、80bp刪除NFκB結合位的啟動子，接合到pGL3-basic plasmid (vector)。

NFκB: NFκB binding site; HLH: basic helix-loop-helix leucine zipper family or upstream 

stimulatory factor 1 (USF-1); EBPβ: Motif C/EBPβ (CCAAT/enhancer binding protein β)。
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圖八、p53 gene deletion construct建構

設計四組引子用來建構p53 gene deletion construct的插入子，做好的插入子接合到pGL3-

Basic plasmid (vector)，經由質體轉殖到勝任細胞放大質體，抽取質體後再使用限制酶來

篩選菌落，選擇適當的菌落進行定序確認，construct包含完整的整段325bp的啟動子

(p53GL3，實驗室提供)、整段325bp刪除NFκB結合位置(p53GL3-delNFκB)、80bp的啟

動子、80bp刪除HLH domain (位於NFκB結合位下游5bp)、80bp刪除NFκB結合位的啟

動子。#: colony number。方框表示定序後所挑選的正確序列菌落。
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圖九、確認NFκB以及相關轉錄因子結合位置在p53啟動子上的重要性

將HUVEC細胞培養在24-well plate，每well種20,000 cells，以含有10% FBS M199 media培

養，等細胞狀態穩定後，將P53 promoter gene deletion construct轉染細胞(1μl jetPEI/well)，

隔天換成2% charcoal-stripped FBS M199 media進行quiescence 24 h後，換成10% charcoal-

stripped FBS M199，加入最終濃度是500 nM黃體素處理22 h之後收細胞，使用Promega

luciferase assay進行螢光素試驗。(A)相關轉錄因子結合位置在p53啟動子上的相對位置。(B)

測得數據以Firefly/Renilla luciferase相對螢光素活性(RLA)表示，數據所顯示的是平均值±標

準差 (n =3)，‡P value<0.001、†P value<0.05 相對於個別的對照組，*P value<0.001 相對於黃

體素處理的p53GL3實驗組，#P value<0.01 相對於黃體素處理的p53GL3-80實驗組。p53GL3: 

整段325 bp的p53啟動子; p53GL3-delNFκB: 整段325 bp啟動子但是刪除NFκB結合位置; 

p53GL3-80: 80 bp的p53啟動子; p53GL3-80delHLH: 80bp啟動子但是刪除HLH domain; 

p53GL3-80delNFκB: 80 bp啟動子但是刪除NFκB結合位的啟動子。
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圖十、黃體素可以增加PR-A由內皮細胞的細胞質進入細胞核

HUVEC細胞培養於含有10% FBS M199 media，當細胞滿度達到七分滿時換成2% charcoal-

stripped FBS M199 media，quiescence 24 h後，換成10% charcoal-stripped FBS M199，加入

最終濃度是500 nM黃體素，處理22 h之後收細胞，進行細胞質/核蛋白質分離，以西方墨

點法分析，使用PR一級抗體，以α-tubulin當作細胞質internal control，以PARP當作細胞

核internal control。黃體素可增加PR-A由細胞質進入細胞核，但對PR-B則無影響。數據所

顯示的是平均值±標準差(n =3)，*P value<0.01 相對於對照組。Cyt: cytoplasm proteins; Nuc: 

nuclear proteins。
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圖十一、黃體素可以增加NFκB與PR-A的結合

HUVEC細胞培養於含有10% FBS M199 media，當細胞滿度達到七分滿時換成2% charcoal-

stripped FBS M199 media，quiescence 24h後，換成10% charcoal-stripped FBS M199，加入最

終濃度是500 nM progesterone處理22.5 h之後收細胞，使用NFκB及PR一級抗體、

mouse/rabbit IgG進行免疫沈澱試驗，使用西方墨點法，以NFκB及PR一級抗體進行分析。

黃體素可增加NFκB與PR-A的的結合，但NFκB與PR-B則無結合現象。實驗數據組別n=2。

IgG: normal mouse/rabbit IgG (negative control); Input: positive control; Hc: antibody heavy chain; 

C: control; P: treatment with progesterone。
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圖十二、黃體素可以增加細胞質與細胞核NFκB與PR-A的結合

HUVEC細胞培養於含有10% FBS M199 media，當細胞滿度達到七分滿時換成2% charcoal-

stripped FBS M199 media，quiescence 24h後，換成10% charcoal-stripped FBS M199，加入最終濃

度是500 nM progesterone處理22.5 h之後收細胞。(A)(B)使用NFκB及PR一級抗體進行免疫沈澱

試驗，使用西方墨點法，以NFκB及PR一級抗體進行分析。箭號代表specific band。黃體素可增

加細胞質與細胞核NFκB與PR-A的結合，但NFκB與PR-B則無結合現象。實驗數據組別n=1。

B.
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附圖一、黃體素透過NF-κB調節p53的表現

根據本實驗室之前的研究，黃體素作用於人類臍靜脈內皮細胞，是藉由黃體素受器誘導

Src活性，經由MAPK路徑影響p53的表現，這段過程會使K-Ras/p-Raf/p-Erk1/2的表現量上

升，進而影響後續訊息分子活化，抑制內皮細胞的增生。從實驗結果可以知道，黃體素

透過磷酸化IκBα，使NF-κB從NF-κB-IκBα複合物脫離出來，NF-κB從細胞質進入

細胞核，與p53 gene結合，作用於p53 gene啟動子上面的NF-κB結合位置，與其他轉錄因

子共同調節，增加p53的表現量。同時也發現NF-κB在細胞質與細胞核之中會與PR-A作

結合，可能因此而調節p53的表現，這種現象未來仍需做進一步的研究與探討。
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NF-κB

ΙΚΚ
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表一、染色質免疫沈澱實驗所使用的引子 

 

 

p53 gene Name Strand Primer sequence (5’→3’) 

p53P Nf_ 

12 F 
F’ GCAGTCAGATCCTAGCGTCGAGCC 

Region 1 
p53P Nf _ 

415 R 
R’ AGCTTCATCTGGACCTGGGTCTTCAG 

p53P Nf_ 

-935 F 
F’ GGCAGCCAGTCTAGCTAGAGCTTTTGG 

Region 2 
p53P Nf_ 

-610 R 
R’ AAGATTACAGGTGTGAGCTACCGTGCCC 

p53P Nf_ 

-2383 F 
F’ CCATTGCACTCCAGCCTGGACGAGAGCA 

Region 3 
p53P Nf_ 

-1925 R 
R’ CTCGACTCACTGTAACCTCCACCTCCCA 

p53P Nf_ 

-153_F 
F’ TCCACAGGAAGCCGAGCTGTCTCA 

Region 4 
p53P Nf_ 

35_R 
R’ GGCTCGACGCTAGGATCTGACTGC 
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表二、p53 gene deletion construct 所使用的引子 

 

Construct Name Strand Primer sequence (5’→3’) 

p65del_ 

p53P1_F 
F’ ATAGGTACCGAGCTCGGATCCAGC 

p53GL3-del

NFκB p65del_ 

p53P1_R 
R’ 

AGCTCTAGACTTTTGAGAAGCTCAAAACT

TTTAGCGCCAGTCTTGAGCACATGGGAGA

ATCCCATCAAC 

nodel_ 

p53P1_pF 
F’ 

CAGGTACCGGGGTTGATGGGATTGGGGTT

TTCCCCTCCCATGTGCTCAAGACTGGCGCT

AAAAGTTTTGAGCTTCTCAAAAGTCTAGA

CTCGAGGC 
p53GL3-80 

nodel_ 

p53P1_pR 
R’ 

GCCTCGAGTCTAGACTTTTGAGAAGCTCA

AAACTTTTAGCGCCAGTCTTGAGCACATG

GGAGGGGAAAACCCCAATCCCATCAACCC

CGGTACCTG 

HLHdel_ 

p53P1_pF 
F’ 

CAGGTACCGGGGTTGATGGGATTGGGGTT

TTCCCCTCCCTCAAGACTGGCGCTAAAAG

TTTTGAGCTTCTCAAAAGTCTAGACTCGAG

GC p53GL3-80

delHLH 

HLHdel_ 

p53P1_pR 
R’ 

GCCTCGAGTCTAGACTTTTGAGAAGCTCA

AAACTTTTAGCGCCAGTCTTGAGGGAGGG

GAAAACCCCAATCCCATCAACCCCGGTAC

CTG 

p65del_ 

p53P1_pF 
F’ 

CAGGTACCGGGGTTGATGGGATTCTCCCAT

GTGCTCAAGACTGGCGCTAAAAGTTTTGA

GCTTCTCAAAAGTCTAGACTCGAGGC p53GL3-80

delNFκB 
p65del_ 

p53P1_pR 
R’ 

GCCTCGAGTCTAGACTTTTGAGAAGCTCA

AAACTTTTAGCGCCAGTCTTGAGCACATG

GGAGAATCCCATCAACCCCGGTACCTG 
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表三、p53 gene deletion construct 插入子序列 

 

(A) p53GL3 

       KpnⅠ     HindⅢ 

…ATAGGTACCGAGCTCGGATCCAGCTGAGAGCAAACGCAAAAGCTTTCTT 

 

CCTTCCACCCTTCATATTTGACACAATGCAGGATTCCTCCAAAATGATTTCC 

         EBPβ 

ACCAATTCTGCCCTCACAGCTCTGGCTTGCAGAATTTTCCACCCCAAAATG 

 

TTAGTATCTACGGCACCAGGTCGGCGAGAATCCTGACTCTGCACCCTCCTC 

 

CCCAACTCCATTTCCTTTGCTTCCTCCGGCAGGCGGATTACTTGCCCTTACT 

 

TGTCATGGCGACTGTCCAGCTTTGTGCCAGGAGCCTCGCAGGGGTTGATGG 

    NF-κB      HLH  

GATTGGGGTTTTCCCCTCCCATGTGCTCAAGACTGGCGCTAAAAGTTTTGA 

    +1 XbaⅠ 

GCTTCTCAAAAGTCTAGAGCT… 

 

(B) p53GL3-delNFκB 

       KpnⅠ     HindⅢ 

…ATAGGTACCGAGCTCGGATCCAGCTGAGAGCAAACGCAAAAGCTTTCTT 

 

CCTTCCACCCTTCATATTTGACACAATGCAGGATTCCTCCAAAATGATTTCC 

         EBPβ 

ACCAATTCTGCCCTCACAGCTCTGGCTTGCAGAATTTTCCACCCCAAAATG 

 

TTAGTATCTACGGCACCAGGTCGGCGAGAATCCTGACTCTGCACCCTCCTC 

 

CCCAACTCCATTTCCTTTGCTTCCTCCGGCAGGCGGATTACTTGCCCTTACT 
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TGTCATGGCGACTGTCCAGCTTTGTGCCAGGAGCCTCGCAGGGGTTGATGG 

      HLH 

GATTCTCCCATGTGCTCAAGACTGGCGCTAAAAGTTTTGAGCTTCTCAAAA 

+1 XbaⅠ 

GTCTAGAGCT… 

 

(C) p53GL3-80 

    KpnⅠ        NF-κB       HLH 

…ATAGGTACCGGGGTTGATGGGATTGGGGTTTTCCCCTCCCATGTGCTCAA 

              +1 XbaⅠ   XhoⅠ 

GACTGGCGCTAAAAGTTTTGAGCTTCTCAAAAGTCTAGA CTCGAGATC… 

 

(D) p53GL3-80delHLH 

    KpnⅠ        NF-κB  

…ATAGGTACCGGGGTTGATGGGATTGGGGTTTTCCCCTCCCTCAAGACTG 

          +1 XbaⅠ   XhoⅠ 

GCGCTAAAAGTTTTGAGCTTCTCAAAAGTCTAGA CTCGAGATC… 

 

(E) p53GL3-80delNFκB 

    KpnⅠ        HLH 

…ATAGGTACCGGGGTTGATGGGATTCTCCCATGTGCTCAAGACTGGCGCTA 

        +1 XbaⅠ   XhoⅠ 

AAAGTTTTGAGCTTCTCAAAAGTCTAGA CTCGAGATC… 
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