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摘要 

關鍵字：幽門螺旋桿菌、胃癌、COX-2、存活素、抗細胞凋亡 

 

胃癌是世界上最常見的癌症之一。目前最受科學家注意的是幽門螺旋桿菌感

染而造成的胃癌。儘管近年來有許多研究著重於幽門螺旋桿菌其致病機轉的探

討，幽門螺旋桿菌導致胃癌發生的詳細機制卻仍還不是完全清楚。由先前的研究

指出，幽門螺旋桿菌的寄生將會導致宿主胃部黏膜的發炎，由目前的研究顯示其

主要原因之一是二號環氧化酶 (COX-2) 被幽門螺旋桿菌誘導表現所致。二號環氧

酶為一製造前列腺素 PGE2 之酵素，除了參與發炎反應外，尚有研究指出，COX-2 

以及 PGE2 可能參與抗細胞凋亡反應，然而 COX-2 及 PGE2 是如何參與或調控

抗細胞凋亡反應目前尚不清楚。本論文利用幽門螺旋桿菌感染胃上皮細胞 AGS 

確立幽門螺旋桿菌的感染可以促進抗細胞凋亡分子「存活素」的大量表現，並發

現 COX-2 及 PGE2 均參與減少存活素泛素化之調控，為更進一步研究 COX-2 

對存活素之調控，本論文以 shRNA 或者選擇性抑制 COX-2 之藥物 Celecoxib 

處理幽門螺旋桿菌感染之 AGS，均有促使 AGS 中存活素下降之趨勢，證明，幽

門螺旋桿菌確可以透過 COX-2 的表達以及其下游分子 PGE2 之產生來抑制存活

素的泛素化，並減少其降解，因此 COX-2 可能是透過其和其下游分子 PGE2 之

作用來穩定存活素，進而行使抗細胞凋亡之功能。除此之外，為了探討存活素是

否確實在細胞質中行抗細胞凋亡反應，本論文更使用螢光顯微鏡觀察存活素在細

胞中之位置，可觀察到處理幽門螺旋桿菌後，存活素確有自細胞核移至細胞質之

現象，因此存活素可能在幽門螺旋桿菌感染後行使抗細胞凋亡之功能。本論文首

度證明了幽門螺旋桿菌確有透過 COX-2 以及 PGE2 來穩定存活素之現象，並證明

了幽門螺旋桿菌可以透過引起存活素在細胞中位置之改變，因此可以產生抗細胞

凋亡反應，進而導致胃癌產生。   
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Abstract 

Keywords: Helicobacter pylori, gastric cancer, COX-2, survivin, anti-apoptosis 

 

Gastric cancer is one of the most common cancers and Helicobracter pylori (H. 

pylori) infection has been widely accepted as a major factor of gastric cancer. Although 

many efforts have been made to study H. pylori, the exact mechanisms of gastric 

carcinogenesis induced by H. pylori remain unclear. Past studies have reported that H. 

pylori infection results in the over-expression of cyclooxygenase-2 (COX-2). It has been 

reported that both COX-2 and its downstream factor PGE2 may be involved in the 

regulation of anti-apoptosis, but the exact mechanisms is unclear. This thesis shows that 

H. pylori infection not only induces the over-expression of COX-2 but also results in the 

over-expression of anti-apoptotic factor, survivin, in gastric epithelial cells, AGS. In 

addition, both COX-2 and PGE2 stabilize survivin by decreasing the ubiquitination of 

survivin. Moreover, a significant decrease of the amount of survin is observed when 

either the shRNA of COX-2 or the selective COX-2 inhibitor, celecoxib, is used to 

inhibit the COX-2 induced by H. pylori infection. These results show that H. pylori 

infection can induce a great amount of survivin by over-expressing COX-2 and PGE2, 

which stabilize survivin. In addition, by using immunofluorescent microscopy to 

examine the location of survivin, it is observed that survivin translocates from nucleus 

to cytoplasm after H. pylori infection. This result implies that H. pylori can change the 

location of survivin so that survivin could execute anti-apoptosis. To my best knowledge, 

this is the first work that shows the infection of H. pylori induces a great amount of 

survivin, which is stabilized by COX-2 and PGE2, and induces the translocation of 

survivin. 
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縮寫 

ACN Acetonitrile 

APS Ammonium persulfate 

BabA Blood group antigen-binding adhesion 

BCA Bicinchoninic acid 

BSA Bovine serum albumin 

CagA Cytotoxin-associated gene A 

cag PAI cag Pathogenicity island  

CBB Coomassie brilliant blue 

COX-2 Cyclooxygenase 2 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylenediamineteraacetic acid 

EGFP Enhanced green fluorescent protein 
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H.pylori Helicobacter pylori 
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IP Immunoprecipitation 

IPA Ingenuity pathways analysis 

kDa Kilo Dalton(s)  

LPS Lipopolysaccharides 

M.O.I Multiplicity of infection 

OipA Outer inflammatory protein A 

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS Posphate-buffered saline 
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PGE2 Prostaglandin E2 
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PKB Protein kinase B 
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SabA Sialic acid-binding adhesin 
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第一章 導論 

第一節第一節第一節第一節    胃癌簡介胃癌簡介胃癌簡介胃癌簡介 

一、 病理學上的分類與特性 

胃癌，是一種發生在胃部任何位置的惡性腫瘤，而因為發生在胃部，所以有

可能轉移到周邊的器官，如食道、肝臟等器官。除此之外，就致死率而言，根據

現有的流行病學統計資料顯示，在美國，胃癌 (gastric cancer)在致死率中居於第二

名[1, 2]；在台灣，胃癌的發生率是所有癌症中的第四名，致死率則僅低於第一名

的肝癌及第二名的肺癌而為第三位，在所有死亡原因中，胃癌則居於第十五名。

而就目前所知的胃癌種類來區分，胃癌約可分為腺癌 (adenocarcinoma)、非何杰金

淋巴癌 (non-Hodgkin lymphoma) 及肉瘤 (sarcoma) 等幾類，其中有 95 % 的胃癌

屬於腺癌；然而若依病理組織學上的分類法(又稱為 Lauren分類法)，則胃癌主要

可分為腸型 (intestinal type) 及瀰漫型 (diffuse type) 兩種[3]。 

較常見的胃癌為腸型胃腺癌。腸型胃腺癌的癌細胞較為分化，癌細胞會形成

類似腺體 (gland) 的構造，主要發生在胃的底部 (distal stomach)，常以潰瘍的形式

呈現。腸型胃腺癌的發生是一連串階段性的過程，從正常的黏膜細胞 (normal 

mucosa)，轉變至慢性胃炎 (chronic gastritis)、萎縮性胃炎 (atrophic gastritis)、胃萎

縮 (atrophy)，直到腸上皮化生 (intestinal metaplasia)。在胃萎縮及腸上皮化生發生

之後，接著會演變成不良化生 (dysplasia)、腫瘤 (carcinoma) 直到最後產生惡性轉

移 (metastatic dissemination)。然而，使「惡性前病變」 (premalignant lesions) 轉

變到「惡性」 (malignant) 腫瘤的因素至今仍尚未完全了解；除此之外，就發病的

族群和男女比例而言，腸型胃腺癌主要發生於高齡族群，發生於男性的比例為女

性的兩倍。 
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而瀰漫型的胃腺癌的癌細胞則較未分化，沒有聚合 (cohesion) 的現象，也不

具有任何正常機能。在瀰漫型胃腺癌中，癌細胞各自向胃壁浸潤，使胃壁變厚但

不形成腫塊，可發生於整個胃部包括賁門及胃底區，其發生的原因似乎與胃萎縮

及腸上皮化生無關。瀰漫型胃腺癌還具有較強的能力來進行內部或貫穿的轉移，

所以預後情形較差。目前除了慢性發炎之外，仍未有較清楚的階段性轉化過程被

研究出來。而流行病學的研究顯示，與腸型胃腺癌不同，瀰漫型胃腺癌主要發生

於年輕族群，且男女比例大致相等，並且似乎與病患本身的基因缺陷有關，例如

胃上皮細胞的表面結合因子 (E-cadherin) 基因表達量不足等。然而，事實上大部

分的胃腺癌並沒有辦法明確地區分為屬於那一類，多以混合的型態並存。[4, 5] 

1992 年，Correa 等人根據病理上的變化，並配合流行病學上的統計意義，第

一次提出胃癌發生是個多步驟、多因素的過程。發生的情形大致如下： 

 

Chronic gastritis→atrophic gastritis→intestinal metaplasia→dysplasia→gastric cancer 

 

這個模型提供現今研究胃癌的基礎，稱為“Correa’s cascade”。 

二、 胃癌的流行病學及發生率 

1. 時間時間時間時間的差異性的差異性的差異性的差異性 

就 1930 年代而言，當時的美國及歐洲，胃癌是癌症中造成死亡的首要原因，

之後七十年在所有已開發國家，由於生活環境改善、及早有效篩檢及治療上的進

步，胃癌致死率都有顯著下降[4, 6]。然而近三十年來，在已開發國家，胃癌發生

區域逐漸由胃竇部/胃體部 (antral / corpus) 轉變成接近胃賁門 (cardia / proximal) 

的胃癌，且胃賁門胃腺癌 (gastric cardia adenocarcinoma) 發生率較三十年前上升五

至六倍[7-13]；造成這種趨勢的原因可能有二個，且主要是與飲食有關：一是胃酸

逆流，另一個原因則可能是肥胖[14, 15]；除此之外，還有一篇來自於瑞典的研究
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報告指出，胃賁門胃腺癌的發生率與膳食纖維的攝取多寡有高度負相關 (P trend 

< .0001) 的關係，主要原因可能是來自於膳食纖維可以中和唾液中的致癌物質亞硝

酸鹽[16]。 

2. 地理上的差異性地理上的差異性地理上的差異性地理上的差異性 

而就胃癌發生率的地理性探討，胃癌發生率的地理差異性甚大。約三分之二

的胃癌病例發生於開發中國家(圖一)，其中，又以日本、韓國及南美等國的胃癌發

生率最高[17]。常發生非賁門胃腺癌 (noncardia gastric adenocarcinoma)  (流行於較

落後的國家) 的地區包括東亞、東歐、中南美洲；而南亞、北非、東非、北美、澳

洲及紐西蘭則較低[17]。胃癌高發生率地區 (如日本) 的人口若移民至低發生率地

區 (美國)，則新移民發生胃癌的機率會明顯降低 [18]，且其第二代發生胃癌的機

率與當地居民相同[17]，證明其罹患胃癌的原因，確實與地理性相關。 

 

 

 

（圖一：摘自 World J Gastroenterol.12(3):354-362 (2006)） 
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3. 年齡年齡年齡年齡、、、、性別性別性別性別、、、、種族種族種族種族、、、、及社經地位及社經地位及社經地位及社經地位的差異性的差異性的差異性的差異性 

另外，胃癌發生的可能性也會隨著年齡、性別、種族及其社經地位有所不同，

在年齡方面，胃癌罹患的機率會隨年齡的增加而增加，罹患胃癌的患者主要以五

十至七十歲的人居多，而在三十歲以前罹患胃癌的人數非常少；而在性別上，男

性罹患非賁門胃腺癌的機率則較女性較高出兩倍，且男性罹患胃賁門胃腺癌的機

率更較女性高六倍[17]。在種族方面，黑人罹患胃癌的機會較白種人高，且即使居

住於同一地區的不同種族，發生胃癌的機率也有顯著差異，顯示不同人種的基因

背景可能具有或缺乏抵抗胃癌發生的因子；而就社經地位方面，整體來說處於低

社經地位的人口患胃癌的機率高。[5] 

三、 導致胃癌的危險因子 

除了時間、地理、人口方面的差異外，以下還有一些可能導致胃癌的因素： 

1. 胃部手術胃部手術胃部手術胃部手術 

根據 1922 年以來的研究，因罹患消化性潰瘍、慢性胃炎、息肉、外傷等因

素而切除部份胃的患者，在經過十五至二十年後，可能因為長時間的胃酸分泌降

低而容易罹患胃癌[19]。 

2. 飲食飲食飲食飲食因子因子因子因子 

隨著時間、不同國家之間、不同社經地位族群之間、以及移民及其後代之間，

胃癌的發生率及致死率有顯著的差異，因此研究學者推測，飲食對於胃癌的發生

應扮演重要角色[4, 17, 20]，但目前尚未定論。目前推測的飲食因子大致為下列三

項： 

a、 新鮮的蔬果 

因為新鮮蔬果中含有豐富的維生素 C (vitamin C, ascorbate)、維生素 E 
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(vitamin E, α-tocopherol)、類胡蘿蔔素 (carotenoids, β-carotene) 及硒元素 

(selenium) 等具有抗氧化等功效的營養素，因此可能是避免罹患胃癌的重要因

素之一，而其中又以維生素 C 的效果最為顯著[21]。 

b、 高鹽飲食的攝取 

在 1965 年的研究文獻指出，若是攝取過量的鹽類可能與胃癌發生有關。

主要是因為在動物實驗中，若給予飲食中過高的鹽分，可能會導致其胃部產

生早期萎縮性胃炎的症狀，因此研究學者推測若在飲食中不斷攝取高鹽食

物，可能會提高罹患胃癌的風險。[20] 

c、 亞硝酸鹽及硝酸鹽 

另外，有許多帶有 N-亞硝基的化合物 (N-nitroso compounds) 在動物實驗

中，也已被證明是致癌物質，這些 N-亞硝基化合物的主要來源是肉類中的防

腐劑（例如香腸）；因為防腐劑中含的亞硝酸鹽及硝酸鹽可在胃中經化學反應

而形成 N-亞硝基化合物，進而致癌[21]。 

值得注意的是，上述各種飲食危險因子，均並非單一因素即可造成胃癌，

而是取決於彼此之間交互作用的最終結果。 

3. 惡性貧血惡性貧血惡性貧血惡性貧血 (pernicious anemia) 

惡性貧血的發生主要是由於維生素 B12 (cyanocobalamin) 缺乏所導致，然

而根據流行病學的統計，罹患惡性貧血的人發生胃癌的機率也為正常人的三倍

[22]，因此推測胃癌的罹患可能也與惡性貧血有關。 

4. 鼻咽癌病毒感染鼻咽癌病毒感染鼻咽癌病毒感染鼻咽癌病毒感染 (Epstein-Barr virus infection) 

另外在過去研究中也顯示，有 6~16 % 的胃癌可能與鼻咽癌病毒的感染有

關，然而這些病例主要發生在非西方地區，其發生機制也與非鼻咽癌感染的胃癌

有所不同[23]。 
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5. 血型與遺傳血型與遺傳血型與遺傳血型與遺傳 

而在流行病學的統計數據中顯示，血型為 A 型的人發生胃癌的機率較其他血

型為高[24] ；而家族中若有胃癌病史，其後代罹患胃癌的機率也較高[25]。 

6. 幽門螺旋桿菌幽門螺旋桿菌幽門螺旋桿菌幽門螺旋桿菌 

在流行病學的研究也發現，通常胃癌發生率越高的地區(圖二 A)，幽門螺旋桿

菌 (H. pylori) 的盛行率也越高(圖二 B)；相較之下，在幽門螺旋桿菌盛行率較低

的已開發地區，其罹患胃癌的人口數也較低[26, 27]；另外，血液對幽門螺旋桿菌

呈陽性反應 (seropositive) 的人，其罹患胃癌的機率較血液對幽門螺旋桿菌呈陰性

反應的人高出約 2.1~16.7 倍[28-34]。 

 

 

 

（圖二：摘自 World J Gastroenterol.12(3):354-362 (2006)） 

 

目前已有研究報告指出，幽門螺旋桿菌的慢性感染可能與胃癌的產生有很大

的關聯性，並且國際癌症研究署 (International Agency for Research on Cancer, IARC) 

在 1994 年將幽門螺旋桿菌列為人類的第一型致癌因子[35]。由 Correa’s cascade 

的說明，幽門螺旋桿菌的感染將會導致階段性的胃部組織傷害及惡化，有可能從

慢性胃炎、萎縮性胃炎、腸上皮化生、不良化生，最終走向胃腺癌[36]。(圖三) 
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(圖三：摘自 Nature Reviews Cancer 2: 28-37 (2002)) 

 

第二節第二節第二節第二節    幽門螺旋桿菌幽門螺旋桿菌幽門螺旋桿菌幽門螺旋桿菌 (Helicobacter pylor, H. pylori) 

一、 幽門螺旋桿菌的型態與特徵 

幽門螺旋桿菌是造成人類慢性感染的常見細菌之一，在 1982 年由兩位澳洲

學者 Barry J. Marshall和 Robin J. Warren 由胃部的檢體中發現[37]，並在體外環境

中培養成功，也並且因為闡明幽門螺旋桿菌的感染與罹患十二指腸潰瘍的關係，

拿到 2005 年的諾貝爾生理醫學獎；幽門螺旋桿菌是一種格蘭氏陰性、微好氧的

的螺旋狀桿菌，體長約 2.5-5 µm，寬則介於 0.5-1.0 µm 間。在菌體的一端著生有 

4-6 根鞭毛 (flagella) ，常寄生在哺乳類胃黏膜的黏液層（mucus gel layer）及胃黏

膜的上表皮細胞（superficial epithelium）之間。 

一般幽門螺旋桿菌的感染通常發生於幼童時期，大多是經由口攝入，而終身

存在於人體中。盛行率通常與社經地位有關，比如低收入戶及低教育、或是兒童

時期的居住環境公共衛生不佳、人口過於擁擠等，都會增加幽門螺旋桿菌感染的

機會 [28-34]。一般認為，幽門螺旋桿菌的感染將可能導致慢性胃炎  (chronic 

gastritis) 、胃潰瘍 (peptic ulceration) 、胃萎縮 (gastric atrophy) 、非何杰金氏胃

部惡性淋巴瘤 (non-Hodgkin lymphoma of the stomach) ，以及胃腺癌 (gastric 

adeno- carcinoma) 等疾病。 
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二、 幽門螺旋桿菌的致病因子 (virulence factor) 

然而並非所有的幽門螺旋桿菌均會導致胃癌，根據先前的研究顯示，會導致

胃癌的幽門螺旋桿菌主要可能是因為具備有以下的蛋白質(又被稱為致病因子 

(virulence factor))：Urease、flagella、lipopolysaccharides (LPS)、VacA、adhesin，以

及 CagA 等。 

Urease 主要是存在幽門螺旋桿菌的細胞膜中，可將尿素分解生成氨

（ammonia），以中和菌體周圍的酸性環境，使幽門螺旋桿菌生存在 pH 條件為 

6.9~8 的環境下，是目前認為幽門桿菌可克服胃中強酸環境而存活的主要原因

[38]。而幽門螺旋桿菌的鞭毛 (flagella) 則可幫助幽門螺旋桿菌快速的由強酸性胃

內腔穿透至胃上皮細胞，到達細胞表面的中性環境，形成群落[39-43]。而 LPS 醣

蛋白則可模擬宿主細胞的醣蛋白，使得幽門螺旋桿菌可躲避宿主之免疫系統的清

除。此外，幽門螺旋桿菌的細胞膜還含有多種蛋白質及醣類，其中一種醣蛋白分

子複合物稱為 adhesin，可與胃上皮細胞的表面受體形成專一性之結合[37]，adhesin 

主要是由 BabA、SabA、OipA 三種醣蛋白構成；除此之外，幽門桿菌亦具分解脂

質的酵素 (lipase)，如 phospholipase A 與 phospholipase C，可分解胃黏膜的脂質，

改變胃黏膜的成分。而當幽門螺旋桿菌結合上宿主細胞後，則可透過第四型分泌

系統將其餘的致病性蛋白，例如 cagPAI 家族 (Cag A、CagE…)、VacA 等送入宿

主中，並對宿主細胞產生傷害[44-46]。 

三、 幽門螺旋桿菌的流行病學 

幽門螺旋桿菌存在於世界上半數人口以上的胃部，而開發中地區的感染率（如

亞洲、中東地區、南美洲以及非洲）則是遠高於已開發地區[47, 48]。多數的感染

皆從幼兒時期便已發生，特別是在開發中國家，五歲孩童已有 50 % 以上的感染

率，到了成人更是高達 90 %[49]。以性別上而言，男女感染率無論在開發中或已

開發地區的比例皆無明顯差異[50, 51]。 

就發病率而言，開發中國家較已開發國家高出約 1~3 %，且發病時間經常在
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初期感染的幾年，意即對幽門螺旋桿菌的急性細菌感染免疫反應多半發生在兒童

時期[49, 51]。而由血液檢測中發現，這種感染是可回覆的 (sero-reversible) 。舉秘

魯的一項調查為例，在同一群六個月大的嬰兒的血液檢測中，發現其中有 71% 受

到感染，然而在十八個月大時，感染率卻降低為 48 %[52]，表示幽門螺旋桿菌是

可以被人體免疫系統清除的。然而，一旦發生了幽門螺旋桿菌的反覆性感染，則

有可能會轉變為幽門螺旋桿菌的慢性感染，到了成年，病患通常會有慢性胃發炎

的現象[53]。並且逐漸產生消化不良等現象，甚者會逐漸轉變為消化性潰瘍[54]；

而在這當中，可能會有 2~3 % 的人口最終惡化為胃癌（圖四）。然而，由於並非

所有感染幽門螺旋桿菌的患者均會演化成胃癌。這也暗示著，幽門螺旋桿菌的致

癌與否可能跟菌株本身以及宿主產生相對的反應有關。 

 

 

 

（圖四：摘自 Med Sci Monit 9(7): SR65-78 (2003)） 

 

 

 



 

 12

第三節第三節第三節第三節    幽門螺旋桿菌所造成之宿主反應幽門螺旋桿菌所造成之宿主反應幽門螺旋桿菌所造成之宿主反應幽門螺旋桿菌所造成之宿主反應 (host response) 

就目前研究所知，幽門螺旋桿菌感染宿主細胞後，可能會產生的反應如下頁

表的整理，以下將分別就各項反應做介紹： 

 

H.pylori 

Virulence factors 

Host 

Host respons 

 

Correa’s cascade 

Gastric cancer 

 

CagA 

VacA 

Urease 

Flagella 

Adhesin (BabA/SabA/

 OipA) 

 

 

Morophology                  

change 

Inflammation  

Cell     

proliferation 

Apoptosis and  

Antiapoptosis 

 

Chronic gastritis 

Atrophic gastritis  

Intestinal metaplasia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一、 細胞型態改變 (Morphology change) 

胃細胞被幽門螺旋桿菌感染後，最明顯的的特徵就是細胞型態的改變，主要

是細胞的型態會有拉長的型式，又稱為蜂鳥狀 (hummingbird phenotype)。根據目

前的研究顯示，幽門螺旋桿菌主要是透過 CagA 蛋白來影響細胞的型態。其機制

以圖五說明之： 
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（圖五：摘自 The Journal of Clinical Investigation 113:321-333 (2004)） 

 

CagA 蛋白是幽門螺旋桿菌所產生的諸多致病因子 (virulence factor) 之一，也

是至今幽門螺旋桿菌的致病因子中，被研究最為透徹的。在幽門螺旋桿菌中，並

非所有幽門螺旋桿菌菌株都會表現 CagA，只有帶有 cagPAI (cag Pathogenicity 

Island (PAI)) 這個特殊的基因群 (gene cluster) 的幽門螺旋桿菌能夠表現第四型分

泌系統 (type IV secretion system, TFSS) 所需之蛋白質以及 CagA [44]。當幽門螺

旋桿菌黏附到胃上皮細胞時，會透過第四型分泌系統將 CagA 送入宿主細胞內。

此時 CagA 會被 Src kinase 磷酸化，進而影響到許多下游分子，並且會影響宿主

細胞的生理。而 CagA 是目前已知的原核生物蛋白質中，少數幾個能夠進入真核

細胞並且受到磷酸化修飾的例子[55]。 

因此，當 CagA 蛋白質轉送至宿主細胞中，並被宿主細胞的 Src kinase 磷酸

化後，磷酸化的 CagA 一方面會與 SHP-2 蛋白質磷解酶結合並不正常增加其活

性，使得 focal adhesion kinase 的活性被抑制，造成細胞型態有拉長的現象，並增

加細胞的移動能力 [48] 。此外，CagA 會與  Grb2 作用，並進一步活化 
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Ras/Raf/Mek/MAPK 的路徑，產生細胞分散 (scattering) 的現象。另外，CagA 還

會與 Csk 作用而迴饋抑制 Src 的活性，使得 cortactin 的磷酸化的情形減少，此

時，無磷酸化的 cortactin 可與 F-actin 結合，因而使細胞產生蜂鳥狀的型態 

(hummingbird phenotype) [49]。 

二、 發炎 (Inflammation) 

幽門螺旋桿菌的 CagA 蛋白除了會造成細胞型態改變，還會誘使受感染細胞

許多種 cytokines 表現量增加，特別是 interleukin (IL)-8。 IL-8 表現量高的細胞

容易產生發炎反應 (inflammation)，並且當 IL-8 增加表現時會吸引 (recruit) 中性

細胞 (neutrophils) 和單核球 (monocytes) 到受感染細胞附近，這些免疫相關細胞

會釋放一些 pro-inflammatory cytokines，像是 IL-1β 或 tumour necrosis factor 

(TNF)-α等物質，這些物質產生會使胃部 pH 值上升促使受感染細胞產生慢性發

炎(圖六)。 

 

      

 

(圖六：摘自 Nature Review Cancer, 2:28-37 (2002)) 

 

另外也有文獻指出幽門螺旋桿菌可能可藉由 NF-κB、AP-1 或者 C/EBPs 等

轉錄因子的活化，促進 COX-2 (cyclooxygenase-2) 的表現，COX-2 的表現可以製



 

 14

造下游的前列腺素 E2 (Prostaglandin E2, PGE2) [56] (圖七)。促使血管通透性增高，

使得免疫細胞更容易進入發炎的區域。 

 

COX-2PGE2

Vascular 
permeability ↑↑↑↑

COX-2PGE2

Vascular 
permeability ↑↑↑↑

COX-2PGE2

Vascular 
permeability ↑↑↑↑

 

 

(圖七：摘自 Nat Rev Microbiol. 2(9):747-765(2004)) 

 

三、 細胞增殖 ( cell proliferation) 

幽門螺旋桿菌感染後，也會造成細胞的不正常增生 (proliferation)。首先磷酸

化的 CagA 會活化 MAP kinases，針對 ERK1/2 以及 Jun 蛋白進行磷酸化並促進 

c-fos 基因轉錄，接下來 Jun 會和 FOS 蛋白形成 heterodimer 一起進入細胞核中

作用。Jun/FOS heterodimer 可能會進一步影響 Cyclin D1 基因轉錄和蛋白質表

現，被轉譯出來的 Cyclin D1 可進一步和 Cyclin-dependent kinase 形成複合體： 

Cyclin-dependent kinase 4/6 (CDK 4/6)(圖八)。 
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(圖八：摘自 Journal of Cellular Physiology, 200:334-342 (2004)) 

 

當 Cyclin D1 大量表現時會針對 Rb 蛋白進行磷酸化進而釋出轉錄因子

E2F，E2F 對於 DNA 合成為相當重要一環，大量表現 E2F 可以縮短細胞處在

G1 phase 的時間，並且造成細胞增生 (proliferation)。 

四、 細胞凋亡與抗細胞凋亡 ( apoptosis and anti-apoptosis) 

關於幽門螺旋桿菌是否會造成細胞凋亡反應有兩派說法：一派認為幽門螺旋

桿菌感染細胞後可能會藉由下列三種方式造成寄主細胞產生細胞凋亡： (1) 幽門

螺旋桿菌感染後會促進 FAS 表現，並藉由和 FAS ligand (FASL) 的結合促進細胞

凋亡發生。或者  (2) 幽門螺旋桿菌會藉由和 class II major histocompatability 

complex (MHC) 物質的結合促進細胞凋亡；另外，除了前述兩項機制，第三種可

能是：幽門螺旋桿菌的  VacA 基因可以透過活化  cytochrome C 進一步活化 

caspase 3，促使胃部細胞進行細胞凋亡 (apoptosis)。 
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而另一派則認為，幽門螺旋桿菌可能會藉由 NF-κB 活化，促進 COX-2 

(cyclooxygenase-2)、iNOS (inducible nitric oxide synthase)、Bcl-2 等抗細胞凋亡因

子的表現。而又因為 Bcl-2 家族的蛋白質可抑制細胞凋亡因子 p53、Bax 的表現

[56] (圖九)。因此幽門螺旋桿菌可能也具有使細胞產生抗細胞凋亡反應的效果。而

雖然有文獻指出，COX-2 可能也具有抗細胞凋亡的功能[56]，但是 COX-2 究竟

是如何達到抗細胞凋亡的機制，至今還沒有較全面清楚的結論。 

 

 

 

(圖九：摘自 Nature Review Cancer, 2:28-37 (2002)) 

 

儘管對於幽門螺旋桿菌的致癌機制尚未完全了解，但目前科學家仍接受，幽

門螺旋桿菌是迄今唯一已知與癌症發生有高度相關的病原菌。在過去利用動物實

驗的研究結果 (Mongolian gerbils，蒙古沙鼠) 已經證實，幽門螺旋桿菌的感染會

導致胃癌的發生[57]，而且其過程符合 Correa’s cascade。 

然而如以上所述，實際上幽門螺旋桿菌的感染，對宿主細胞所造成的反應以

及訊息傳遞路徑的調控是非常複雜而多面向的。在過去已有學者使用 microarray
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和 proteomics的技術作整體性的研究，不過在 H. pylori 所引起各種型態變異或其

他宿主反應的參與，仍有許多有待釐清之處。 

第四節第四節第四節第四節    第二型第二型第二型第二型環氧化酶與其下游分子和胃癌的發生環氧化酶與其下游分子和胃癌的發生環氧化酶與其下游分子和胃癌的發生環氧化酶與其下游分子和胃癌的發生  

一、 第二型環氧化酶 (Cyclooxygenase-2, COX-2) 

COX 全名為環氧化酶 (Cyclooxygenase, COX)，目前所知總共有三種亞型

(isoform)：分別為 COX-1、COX-2 及 COX-3。而目前對 COX-1 及 COX-2 的

瞭解較為清楚，某些文獻認為 COX-3 為 COX-1 的 split form，並主要表現在人

的腦部及心臟。 COX-1 及 COX-2 分子量均為 71 kDa ，由 600 多個胺基酸所

組成，兩者序列有 63 % 之相似性；一般而言， COX-1 會恆定表現於大部分正

常組織中，包括腎臟、肺臟、胃、十二指腸、結腸與直腸等，負責調控基本生理

功能，例如腎臟血流、胃黏膜的完整性及血小板之正常功能，並合成生理需求下

所需之前列腺素[58, 59]。而 COX-2 則為誘發表現型基因。除了腦部、胰島細胞、

卵巢、子宮與腎臟之外，大部分正常組織並不表現 COX-2 ；而根據先前的研究

顯示， COX-2 會受 TNF-α、LPS、IL1 之刺激而大量表現在發炎的組織或器官

[60-65] 以及活化的巨噬細胞中。 COX-2 主要的功能為合成前列腺素

(Prostaglandin)： COX-2 可將花生四烯酸 (arachidonic acid) 轉化為 PGG2，再經

由 peroxidase 代謝成 PGE2、PGF2、PGI2和 TXA2 等…[66, 67] 這些產物與發炎

反應、免疫功能、血小板凝集、血管新生、排卵及受孕等作用相關(圖十)。根據先

前的研究顯示，在動物實驗中，惡化(malignancies)的組織或器官中，均有 COX-2 的

大量表現。在 in vitro 的實驗也得到類似的結果[68-73]。 

二、 COX-2 與胃癌 

先前的文獻指出，在胃癌上皮細胞株感染幽門螺旋桿菌後，會有大量表現 

COX-2 的情形[72, 74]，而前列腺素的受體表現量亦有顯著的增加，代表 COX-PG 

系統可能參與胃癌發生的過程。此外，在動物實驗中顯示，抑制 COX-2 可以使
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得裸鼠無法成功的移植胃癌腫瘤，而若對老鼠使用 COX 的抑制劑(如阿斯匹

靈)(註)則可降低罹患胃癌的可能性[75]；在流行病學的研究中也顯示，阿斯匹靈或

者非類固醇消炎藥物的  (non-steroidal anti-inflammatory drug, NSAID) (如 

Celecoxib 與 Rofecoxib) 的服用可以減低消化系統方面的惡性腫瘤的發生；而在

臨床上，若是對於罹患萎縮性胃炎的病患使用 COX-2 的選擇性抑制劑，則有助

於減緩發炎，以及降低腸胃道罹患與幽門螺旋桿菌相關之胃癌的風險(圖十)。因此

目前認為， COX-2 的表現可能是帶有 Cag-A 的幽門螺旋桿菌致癌的一個重要原

因之一[76]。 

(註‧阿斯匹靈對 COX 無選擇性，可對 COX-1 以及 COX-2 均產生抑制效

果。)  
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(圖十：摘自 Nature Review Cancer, 6666(2):130-140 (2006)) 
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在 2003 年，由 Krysan K 等人的研究指出，COX-2 以及其下游的分子 PGE2 

可能有助存活素 (survivin) 減低其的泛素化 (Ubiquitination) 的功能，進而可使得

存活素在細胞中大量存在，而存活素則是一與抗細胞凋亡相關的蛋白，因此為 

COX-2 是如何調控細胞中的抗凋亡反應，提供了一個可能的途徑[77]。 

第五節第五節第五節第五節    存活素與胃癌存活素與胃癌存活素與胃癌存活素與胃癌 

一、 存活素 (Survivin) 

 存活素 (survivin) 是細胞凋亡抑制蛋白 (inhibitor of apoptosis, IAP) 的一

種。目前所知的細胞凋亡抑制蛋白包括: X-linked IAP(XIAP), cIAP1, cIAP2, livin, 

NAIP, apollon以及 survivin。根據先前的研究顯示，細胞凋亡抑制蛋白 (IAP) 主

要是透過抑制 caspase 的活性，來達到抑制細胞凋亡的功能。而存活素則是細

胞凋亡抑制蛋白中最小的分子，只有大約 142 個胺基酸，約 16.5 kDa，一般討

論到存活素的功能，主要認為存活素可以透過和 XIAP 的合作，抑制 caspase3/7 

酵素的成熟，以及抑制 caspase3/7 的活性，或者干擾 Smac/DIABLO 的形成，

藉以達到抑制細胞凋亡的功能(圖十一)。 
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(圖十一：摘自 Oncogene, 22(53):8568-8580 (2003)) 

 

除了在惡性腫瘤或產生癌症的組織和細胞中有存活素的大量表現[78]，一般

在正常的情況下，存活素卻主要是表現在胚胎組織或細胞中；而在正常的成人

組織或細胞中，則幾乎偵測不到存活素的表現；因此，進一步的研究確認，在

正常的情況下，存活素主要是在細胞的分裂中扮演重要的調控角色，而由於其

半衰期很短(約 30 分鐘)，因此當在細胞結束分裂時，存活素就不會存在在正常

的細胞中。而在細胞分裂時，存活素可以透過和 Aurora B, Borealin/Dasra 以及 

INCENP (Inner centromere protein) 的結合，形成染色體傳遞複合體 (chromosome 

passenger complex)，調控細胞分裂時染色體的分配[79]，因此在 G2/M phase 時，
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可被大量觀測到。因此科學家亦視存活素為一個癌症生成的重要因子，不但可

以使癌細胞大量分裂，亦可達到抑制癌細胞凋亡的功效。 

根據先前的研究顯示，存活素會大量表現在惡性腫瘤的組織或癌細胞中，這

些惡性的腫瘤及癌細胞包括：食道癌、胃癌、大腸癌、胰臟癌、乳癌、卵巢癌、

肺癌以及血液方面的癌症。而在胃癌當中，存活素的表現大約為 34.5 % ~ 68 % 左

右；目前在胃癌的研究當中，存活素的表達可以視為一種第三期胃腺癌的臨床診

斷因子，在 157 個胃癌組織當中，大約有 63 個呈現陽性反應(約 40.1 % ) ，而

在臨床的病理學診斷當中，存活素的表現被視為和腫瘤的大小有正相關。因此在

胃癌的研究當中，存活素的大量表達可以視為一種胃癌情形的診斷因子，存活素

的表達越大量，代表預後情形越不佳[80]。 

而在目前的基因治療上，也有文獻指出，若是以 siRNA 的方式 knock down 

存活素的表現，將會使得裸鼠的胃癌腫瘤縮小[81]，亦有文獻指出，若是在胃癌細

胞株(如 SGC-7901) 中以 siRNA 的方式抑制存活素的表現，將可誘導細胞凋亡。

因此可以推測，存活素可能有做為基因治療的標靶的潛力(圖十二)[82, 83]。 

 

 

 

(圖十二：摘自 Gene Ther, 13(6):464-477 (2006)) 
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目前的研究顯示，存活素的上游調控因子包括 β−catenin/TCF、SP1、HIFα、

STAT3…等，這些因子可以幫助存活素在細胞中大量表現，而當存活素大量表現

後，Cdc 2則可磷酸化存活素的 Thr 34 使得存活素被穩定下來[78] 。 

二、 存活素與環氧化酶 

先前的研究結果顯示，雖然知道 COX-2 會在許多惡性的腫瘤或惡化的組織

和癌細胞中大量表現，但對於其如何參與癌化的過程並不十分清楚。近年來有許

多報導指出，在許多惡性的腫瘤和組織切片，以及癌細胞當中，都有 COX-2 和

存活素共同表達的現象。[84-89]。 

而根據 Yu 等人在 2002 年發表在 British Journal of Cancer 的論文指出

[90]，由免疫染色切片的圖可知，相較於正常人的胃上皮組織切片，胃癌病人的腫

瘤組織切片上，有較多 COX-2 以及存活素的大量表達；除此之外，若是以病人

的腫瘤組織切片和正常人的胃上皮組織切片做 RT-PCR 的分析，可發現 COX-2 

的表現以及存活素的表現在統計上有一級的相關性。而在胃癌的癌細胞株中，也

可觀察到類似的現象，他們分析了包括正常的胃上皮細胞、病人的正常上皮細胞、

腫瘤上的細胞以及 MKN45、AGS，和 KATOIII 這些胃癌細胞株，發現在腫瘤細

胞以及胃癌細胞株都可以看見 COX-2 和存活素共同大量表現的現象。因此可以

推測，在胃癌細胞或者惡化的胃癌腫瘤當中， COX-2 可能透過和存活素共同作

用的方式，參與胃癌的發生。 

而就幽門螺旋桿菌的感染與存活素的關係而言，Yu 等人同樣分析了經由幽門

螺旋桿菌感染所造成胃癌的腫瘤組織切片，亦發現有存活素的大量表達 (26.7%)；

因此可以推知，幽門螺旋桿菌的感染、COX-2 以及存活素的表達，可能都參與胃

癌生成的過程。幽門螺旋桿菌極有可能是透過 COX-2 的因子，使得存活素在細

胞中維持大量，因而使得癌細胞或者惡化的腫瘤組織中帶有大量的存活素。 
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第六節第六節第六節第六節    本篇論文的研究目的本篇論文的研究目的本篇論文的研究目的本篇論文的研究目的 

儘管過去數十年來對 H. pylori 的感染機制、造成的宿主反應以及與疾病的相

關性已有非常多的研究。然而由於其透過宿主細胞內訊息傳遞的調控以及參與的

分子相當複雜，至今仍有許多不明之處有待釐清。 

本篇論文的研究的目的主要是希望可以了解幽門螺旋桿菌是如何誘使細胞啟

動抗細胞凋亡反應。由先前研究指出，幽門螺旋桿菌可能誘發 COX-2 的大量表

現。因此本篇論文想知道是否幽門螺旋桿菌的感染可以促使存活素在癌細胞中的

表現量更為上升？除此之外，幽門螺旋桿菌是否藉由大量表現 COX-2 使得存活

素可以穩定的存在細胞中，進而行使抗細胞凋亡反應使得胃癌產生？另外，參與

存活素在細胞中穩定的因子又有哪些？是否包含 COX-2 下游分子 PGE2？本篇

論文使用胃癌上皮細胞 AGS，因其具有野生型之 p53 基因，因此在許多研究中

被選為正常細胞的模擬。並希望藉由對 AGS 處理幽門螺旋桿菌，來進一步探究

幽門螺旋桿菌誘導細胞產生抗細胞凋亡反應的機制。 
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第二章 實驗材料 

一、 幽門螺旋桿菌菌株 

選用分離自臨床胃癌病人之幽門螺旋桿菌菌株（編號 HC3），由台大醫院內科

提供。 

二、 胃腺癌細胞株 

AGS cell line 胃腺癌上皮細胞 ( Human Epithelial Gastric Cells )，由台大醫學

院陳青周教授實驗室提供 

1. ATCC® (American Type Culture Collections)：：：：CRL-1739™ 

2. 此細胞株之 p53 基因為野生型，是一株最接近正常的胃癌細胞株胃腺癌

上皮細胞。 

三、 細胞培養液及試劑：  

1. 細胞培養液細胞培養液細胞培養液細胞培養液：：：： 

a. DMEM 粉末培養基、Fetal Bovine Serum 購自 Hyclone, Utah,United 

States of America。 

b. Penicillin-streptomycin (10X)、Trypsin-EDTA (10X)購自 Invitrogen, 

California, United States of America。 

2. 轉染轉染轉染轉染 (Transfection)試劑試劑試劑試劑: 

PolyJetTM DNA 購自 SignaGen Laboratories 公司。 

3. 藥物藥物藥物藥物: 

a. Celecoxib購自輝瑞藥廠。 
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b. dmPGE2 購自又鑫生物科技。 

c. MG-132購自默克(Merck) 公司。 

四、 大腸桿菌及表現載體 (expression vector) 

1. COX-2 表現 clone:購自探索科技。 

2. COX-2 shRNA 表現 clone:購自中央研究院 RNAi Core Lab。 

3. pEGFP 取自台大醫學院卓越研究中心 基因體研究組教學資源中心(購自 

BD Clontech) 。 

五、 質體抽取 kit 

1. High-speed plasmid mini kit 購買自 Geneaid corporation 

2. High-speed plasmid midi kit 購買自 Geneaid corporation 

六、 儀器及裝置 

1. Amersham Bioscience Ultrospec 3000 Spectrophotometer 

2. Amersham pharmacia biotech electrophoresis power supply 301/1001 

3. Beckman Coulter Microfuge R centrifuge 

4. Beckman NVT 90 ultraspeed rotor, for Backman Centrifuge 

5. Beckman Ultracentrifuge 

6. Bertec Micro-centrifuge 

7. CHERNG HUEI oil bath incubator 

8. Cocono Hybridization incubator 

9. ELMI intelli mixer RM-2M 

10. Firstec Scientific hybridization oven 

11. Hitachi himac CF15R centrifuge 

12. Jenco 6173 pH meter 
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13. Kubota 1020 centrifuge 

14. Scientific Industries Vortex-2 Genie 

15. Sonics and Materials Inc. Vibra CellTM 

16. Olympic IX70 Epi-fluorescence microscope 

17. PLA-16,250 rotor for Beckman Ultracentrifuge 

18. TKS Orbital shaker 

19. Tomin TM-325 autoclave 

七、 藥品與試劑組 

1. Acrylamide、N,N'- Methylene-bis-acrylamide、Tris、SDS、Urea、DTT、

Triton X-100 等化學藥品購自 Amersham Bioscience, Buckinghamshire, 

United Kingdom。 

2. BCA Protein Assay Reagent購自 Pierce, Illinois, United States of America。 

3. Protease inhibitor 購自 Merck, New Jersey, United States of America。 

4. Phosphatase inhibitor 購 自  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Germany。 

5. Ammonium sulfate、Bromophenol blue、Ethanol、EDTA、Glycerol、

Imidazol、Potassium chloride、Sodium hydroxide、Phosphatase inhibitor 

cocktail 1 & 2、Protease inhibitor cocktail等化學藥品購自 Sigma , Missouri, 

United States of America。 

6. Acetic acid、Acetonitrile、β-Mercaptoethanol、Methanol、TEMED 購自

Merck, New Jersey, United States of America。  

7. Prestained Protein Ladder Prep1025 購自 Bioman Scientific Co; Ltd , 

Taiwan。 

8. 初級抗體 (primary antibodies)： 

a. anti-COX-2 購自 Santa-Cruz Biotechnology 公司。 
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b. anti-survivin 購自  Cell Signaling Technology, Massachusetts, United 

States of America。 

9. 次級抗體 (secondary antibodies)： 

a. HRP-conjugated goat anti-mouse IgG antibody購自 Pharminge，California, 

United States of America。 

b. HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody購 自 Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, Pennsylvania, United States of America 

c. HRP-conjugated donkey anti-goat IgG antibody 購 自 Santa-Cruz 

Biotechnology 公司 

d. Anti-rabbit IgG, molecular probe Alexa Fluor 546 goat；anti-mouse IgG 購

自 Invitrogen Corporation。 

10. DAPI, Hoechst 33342：購自 Invitrogen Corporation。 
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第三章 實驗方法 

第一節第一節第一節第一節    幽門螺旋桿菌與胃腺癌細胞的培養幽門螺旋桿菌與胃腺癌細胞的培養幽門螺旋桿菌與胃腺癌細胞的培養幽門螺旋桿菌與胃腺癌細胞的培養 

一、 幽門螺旋桿菌之菌株及培養條件  

菌株分離自胃癌病人的腸胃道內，經初級培養 (primary culture) 後於 -80 ℃ 

冷凍保存。取出適量菌液均勻塗布於血液平板培養基 (CDC Anaerobic Blood 

Agar，BD BBLTMsteckerTM
 
plate；含有 5 % defibrinated sheep’s blood、0.04 % 

L-cystine、0.0005 % hemin、0.001 % vitamin K、0.5 % agar、0.5 % yeast extract、0.5 

% NaCl、0.5 % papaic digest of soybean meal、1.5 % pancreatic digest of casein) ，置

於 37 ℃之微好氧環境 (5 % O2、10 % CO2、85 % N2) 培養箱作繼代培養 

(sub-culture) 約二至三天，加入 2mL PBS，以三角玻棒使菌落懸浮並收集菌液。

為避免細菌的變異、或因次級培養代數過多造成細菌感染能力變差，菌株的培養

以五代內為限(約兩星期)。  

二、 胃腺癌細胞的培養  

1. 培養基培養基培養基培養基 (medium) 的配製的配製的配製的配製  

DMEM 粉末狀培養基以二次蒸餾水完全溶解，加入  3.7 克碳酸氫鈉 

(NaHCO3) 並使其完全溶解，接著以 pH 儀將培養基調成 pH 7.3~7.4 後，以二次

蒸餾水將體積補至 1000 mL，然後通過 0.22 µm 細胞培養專用無菌過濾膜，分裝

備用。使用前加入胎牛血清  (Fetal Bovine Serum, FBS) 及青黴素與鏈黴素 

(Penicillin/ Streptomycin)，使其最終濃度為含 10 % FBS 及 1 % 抗生素 (分別是

10 units/mL 的青黴素及 10 units/mL 的鏈黴素)，作為培養細胞用。 
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2. 細胞的培養細胞的培養細胞的培養細胞的培養 (cell culture)  

AGS細胞以底面積為 75 cm2的培養瓶 (T-75 flask，Corning®) 培養，置於 37

℃，5 % CO2 的恆溫培養箱中。待細胞在培養瓶中長至八、九成滿，以 PBS 溶液

沖洗細胞二次，再加入含有  0.2 % EDTA 及  0.5 % 胰蛋白酶的緩衝溶液 

(Trypsin-EDTA) 1 mL將細胞剝落 (trypsinization) 下來，在 37℃ 下處理三至五分

鐘，最後加入 3 mL 培養基停止胰蛋白酶對細胞的作用。將細胞均勻打散後，重

新分配適量細胞至培養瓶中繼代培養 (sub-culture)，或至細胞培養皿 (cell culture 

dish, Corning ®) 以進行實驗。 

3. 細胞計數細胞計數細胞計數細胞計數 (counting)  

取等體積的細胞懸浮液與 trypan blue 混和均勻，然後用細胞計數盤 

(hemocytometer) 在顯微鏡下計算細胞數目。 

4. 細細細細胞轉染胞轉染胞轉染胞轉染 (transfection)  

a. 細胞種植 (cell seeding) 

AGS 細胞經 trypsinized 且均勻打散後，分配至 6 公分培養盤 (p60 culture 

dish)，使每盤細胞數為 3×105 / well。待 16 小時後，細胞長至八成滿即可進行轉

染實驗。 

b. 轉染前的準備 

轉染時使用 PolyJet DNA reagent 和不含抗生素及血清的 DMEM 於 37 ℃。 

c. 轉染步驟: 

i. 取 250 µL DMEM 混合 10 µg plasmid。 

ii.  取 250 µL DMEM 混合 10 µL PolyJet DNA reagent。 

iii.  待步驟 ii 混合 5 分鐘，將步驟 i 加入步驟 ii 中，靜待二十分鐘。 

iv. 以 PBS 2 mL 清洗兩次，並將細胞的培養溶液置換為不含血清及抗生素

之 DMEM 5 mL。 

v. 待二十分鐘後，將步驟 iii 加入細胞中，均勻混合，並於 37℃ 5  % CO2 
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的恆溫培養箱培養六小時。 

vi. 六小時候，將含 plasmid 以及 PolyJet DNA reagent 的細胞培養溶液置

換為完全培養溶液  (含有  1 % 的抗生素及  10 % 胎牛血清之 

DMEM)，同樣於 37℃ 5 % CO2 的恆溫培養箱培養 16 至 18 小時。 

vii.  16 至 18 小時後，再換一次完全培養溶液，若是有轉染帶有綠色螢光

蛋白 (EGFP) 之細胞，可於此時在螢光顯微鏡下觀察其螢光的情形，並

了解轉染的效率。 

viii.  於第三天可以處理幽門螺旋桿菌，或者收取細胞。 

 

附註附註附註附註:  不同培養條件需要加入不同的轉染溶液，以六公分培養盤為例，其總溶液

體積為 5 mL，取 250 µL DMEM 混合 10 µg 質體 加入 250 µL DMEM 混和等

質體質量之體積之 PolyJet DNA reagent。 

 

Culture dish Plasmid(µg) PolyJet DNA 

reagent(µL) 

DMEM(µL) 

6 cm dish 10  10 250 

10 cm dish 28 28 500 

 

第二節第二節第二節第二節    幽門螺旋桿菌感染胃腺癌細胞幽門螺旋桿菌感染胃腺癌細胞幽門螺旋桿菌感染胃腺癌細胞幽門螺旋桿菌感染胃腺癌細胞 

一、 細胞的準備 (plating)  

AGS 細胞經 trypsinization 並均勻打散後，等量分配至 60 mm 細胞培養皿或

六孔培養盤中，待兩天後細胞長至八、九成滿，在預備幽門螺旋桿菌感染前，以

PBS 沖洗細胞兩次，換成不含有抗生素的培養液 (antibiotics-free medium) 至少三

小時以上。  
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二、 幽門螺旋桿菌的收取  

幽門螺旋桿菌解凍後，再繼代培養一代即可使用。每一盤血液平板培養基上

的幽門螺旋桿菌以 3 mL PBS 刮取下來，將全部收下來的菌液混合均勻，以 7,000 

rpm 離心 30 秒，去除上清液，再以適量體積的 PBS 均勻打散細菌沈澱；取 100  

µL 菌液和 900 µL PBS 混合均勻 (10 倍稀釋)，以 PBS 為空白液，測量 600 nm

的可見光吸光值；得到的吸光值 χ 乘上 109，即表示細菌數為 χ × 109
 
/ mL。收下

來的細菌須盡快加到細胞中，因為微好氧幽門螺旋桿菌在室溫環境下只能存活 2

小時。  

三、 幽門螺旋桿菌感染胃腺癌細胞  

將培養液換為不含抗生素的培養液三小時以上後，即可收取幽門螺旋桿菌對

AGS 細胞進行感染。在此之前須先計算細胞數目，才能決定在幽門螺旋桿菌感染

比例 (multiplicity of infection, M.O.I) 值為 100 的情形下所需要的菌液體積。細菌

加到細胞中要以平均分散為原則。在 37℃，5 % CO2 細胞培養箱進行感染。 

四、 胃腺癌細胞分離 (AGS cells fractionation)  

感染實驗中，幽門螺旋桿菌會附著在細胞膜上，因此在電泳分析前，為避免

細菌蛋白質影響細胞蛋白質定量結果，要先分離掉細胞膜。  

AGS 細胞以 4 ℃ PBS 沖洗數次，去除未貼附在細胞上的懸浮細菌，再加 7 

mL 的 4 ℃ PBS 到細胞培養皿中，用刮杓把細胞刮下來，重複兩次以完全收集細

胞，收集在 15 mL 離心管，之後以 200 g 離心 5 分鐘，去除上清液；加入 8 mL 

4℃ homogenization buffer (含有 250 mM sucrose、3 mM imidazol，pH 7.4) 將沈澱

的細胞混合均勻，以 1,500 g 離心 10 分鐘，去除上清液；用 700 µL 含有 1 % 蛋

白質磷解酶抑制劑 (使用  Roche 出產的 phosphatase inhibitor cocktail tablet, 

PhosSTOP) 及 1 % 蛋白質水解酶抑制劑 (使用 Merck 出產的 protease inhibitor 

cocktail) 的 4 ℃ homogenization buffer 將沈澱在底部的細胞混合均勻並轉換至
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1.5 mL微量離心管 (eppendorf) 中，然後用 1 mL 針筒來回推吸四次以上，利用

針筒孔徑大小的推擠篩選力量達到破壞細胞的細胞膜而對細菌顆粒沒有影響的效

果；之後以 1,500 g 離心 10 分鐘，得到的沈澱即為細菌顆粒及細胞膜未被破壞

的完整細胞 (bacteria + unlysed cells)；將取得的上清液轉換至新的 1.5 mL 微量離

心管，再以 20,000g 離心 1 小時以上，得到的沈澱為細胞膜、細胞核 (membrane 

+ nuclear)，上清液為細胞質 (cytosol)，取上清液的部分繼續實驗。 

第三節第三節第三節第三節    質體抽取質體抽取質體抽取質體抽取 

一、 微量質體(mini plasmid)的抽取 

前一天先以 10 mL 養菌管裝取 5 mL 培養液 (LB 或 TB) 加入抗生素，使抗

生素的濃度為正確的濃度 (100 µg/mL) 並加入 100 µL 左右菌液，培養 16 小

時，第二天取 1 mL 菌液，以 14,500 rpm 離心 2 分鐘。並加入 200 µL PD1 

buffer，上下搖晃 10 次，再加入 200 µL PD2 buffer，上下搖晃 10 次，再加入 

300 µL PD3 buffer，上下搖晃 10 次。以 14,500 rpm 離心 5 分鐘，趁等待時，架

好 kit 所附的管柱及微量試管，待五分鐘後，取出上清液，滴入 kit 所附的管柱

中，以 14,500 rpm 離心 10 秒，倒掉廢液，以 400 µL W1 buffer，再以 14,500 rpm 

離心 10 秒，再次倒掉廢液，加入 600 µL Wash buffer，再以 14,500 rpm 離心 10 

秒，倒去廢液。以 14,500 rpm 離心 2 分鐘，將管柱上殘留廢液離乾。加入 40 µL 

水或 TE buffer，靜待 2 分鐘，使管柱吸收水或 TE buffer。再以 14,500 rpm 離心 

2 分鐘。即可取得微量質體，用於之後的轉染實驗或者可用於 DNA 定序。 

二、 中量質體(midi plasmid)的抽取 

前一天先以 500 mL 三角錐型瓶裝取 150 mL 培養液 (LB 或 TB) 加入抗生

素，使抗生素的濃度為正確的濃度 (100 µg/mL) 並加入 1 mL 左右菌液，培養 16 

小時，第二天將全部菌液倒入 300 mL 離心管，以 6,500 g 離心 10 分鐘。在離

心時，架好 kit 所附的管柱及 50 mL離心管以盛裝廢液，並加入 5mL PEQ 
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buffer，待離心 10 分鐘結束後，倒去離心上清液，並加入 4 mL PM1 buffer，並以

滴管 (dropper) 將離下來的菌均勻打散，再加入 4mL PM2 buffer，以滴管輕輕將

打散的菌液攪拌均勻，使其呈現透明黏稠狀，再加入 4mL PM3 buffer，以滴管輕

輕將黏稠的菌液攪拌均勻，使其呈現白色豆花狀。以 6,500 g 離心 10 分鐘，待 10 

分鐘後，將上清液加入 Kit 所附的管柱中(吸取時，盡量小心不要吸到白色沉澱)，

待其以重力自然滴乾，再加入 12 mL PW buffer，同樣以重力自然滴乾；準備 50 mL 

離心管，內加入 6mL isopropanol，將管柱換裝到內含 isopropanol 之離心管，加

入 8 mL PEG buffer 以將 DNA 溶洗出管柱，待 8 mL PEG 以重力滴乾後，放入- 

20 ℃ 冰箱至少 30 分鐘。待 30 分鐘後，以 8,000 rpm 離心 15 分鐘，可看到

白色的 DNA 沉澱，倒掉上清液，以 5 mL 75% 酒精 wash，再以 8,000 rpm 離

心 15 分鐘，再次倒掉上清液，倒置 eppendorf 或以 Speed Vac 的方式，使 DNA 

乾燥，再加入 500 µL 的水或 TE buffer，緩緩震盪 16 小時，使 DNA 溶解。即

可取得中量質體，用於之後的轉染實驗。 

三、 以 phenol/ chloroform 進行 DNA 沉澱 

因為以 kit 所抽取的 DNA 可能含有蛋白質或鹽類等依些雜質，因此有時候

會再利用 phenol/chloroform 來進行 DNA 沉澱。因此，將上述 (一) 或 (二) 所

抽取之質體，加入等體積之 phenol，vortex 震盪混合，室溫下淨置 3 至 5 分鐘，

再以 14,500 rpm 離心 5 分鐘，取上層部分，再加入 1/10 體積的 sodium acetate

於 DNA 溶液中，使其最終濃度為 0.3 M。加入 2.5 倍體積 100% Ethanol (EtOH)

混合後，置於 -20℃ 中 30 至 60分鐘，再以 14,500 rpm 離心 10 分鐘，倒掉上

清液(此步驟可再以 1 mL 75% 酒精 wash，再以 8,000 rpm 離心 15 分鐘，再倒

掉上清液，或者直接倒掉上清液，進行接下來的步驟)，倒置 eppendorf 或以 Speed 

Vac 的方式，使 DNA 乾燥，再加入適當體積的水或 TE buffer，緩緩震盪 16 小

時，使 DNA 溶解。即可取得沉澱過後的質體。 
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第四節第四節第四節第四節    蛋白質分析法蛋白質分析法蛋白質分析法蛋白質分析法 

一、 免疫沉澱法( Immunoprecipitation, IP) 

以  1 倍的  RIPA 溶解細胞 (內含有  protease inhibitor 以及  phosphatase 

inhibitor) ，於冰上 30 分鐘，在 4℃ 的條件下，以 14,500 rpm 離心 15 分鐘，

取上清液；再加入 protein A (約 3 µg 蛋白質加入 50 µL 的 protein A) 於 4℃ 反

應 3 小時，同樣在 4℃ 的條件下，再以 10,000 rpm 離心 30 秒，取上清，加入 

primary antibody， 於 4℃ 反應 16 小時。再加入 protein A，於 4℃ 反應 3 小

時，再以 10,000 rpm 離心 30 秒，取上清。 最後以 1 mL RIPA 清洗 protein A 三

次，回溶於 50 µL RIPA/in 1 倍 sample buffer。 

二、 蛋白質之濃度測定 (BCA Protein Assay) 

一一一一.    試劑成分試劑成分試劑成分試劑成分  

試劑 A：0.2 N NaOH 鹼性溶液中含有 sodium carbonate、sodium bicarbo- nate、

sodium tartrate及 BCA 測試劑。 

試劑 B：4% 硫酸銅溶液。 

2. 測定步驟測定步驟測定步驟測定步驟  

將試劑 A 與試劑 B 以體積 50:1 混合配成操作溶液 (working solution)，取

10 µL 蛋白質溶液與 100 µL 操作溶液 (1:10) 混合均勻，在 37℃ 下反應 30 分

鐘後，以分光光度計測定 562 nm 可見光吸收值。此測定系統以已知濃度的 BSA 

(0.25 ～ 2 mg/mL) 當作標準蛋白質溶液而建立一「吸光值-濃度」之標準曲線圖。

未知濃度的蛋白質樣品與操作溶液反應後，所得之吸光值即可藉由標準曲線圖換

算得知其濃度。 
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三、 十二烷基磺酸鈉-聚丙烯醯胺膠體電泳分析 (Sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)  

1. 板膠的裝置板膠的裝置板膠的裝置板膠的裝置 

取兩塊平面玻璃 (mini gel: 10 × 10.5 cm；normal gel: 15 × 15 cm )，洗淨後以去

離子水潤溼，烘乾後，以凹形軟質膠片 (12 × 15 × 0.1公分)作為 spacer，以鐵夾夾

住玻璃的左右兩邊，再將此裝置直立放置。  

2. 配製膠體配製膠體配製膠體配製膠體(一片一片一片一片 mini-gel 的配方的配方的配方的配方)  

本實驗為了分析存活素，而使用 Tricine-SDS PAGE，先配製 49.5% solution (含

有 acrylamide單體)、gel buffer。詳細成分如下：  

49.5% solution: 48 % acrylamide, 1.5 % N,N’-methylene-bis-acrylamide。 

Gel buffer: 3 M Tris-HCl, pH 8.45緩衝液及 0.3 % SDS溶液。 

再配製 separating gel： 配方如下 

 

 Separating gel Spacer gel Stacking gel 

Gel %(mL) 16.5 10.0   

49.5% 

Sol.(mL) 

2.0 1.2 0.6 0.25 

Gel 

buffer(Ml) 

2.0 2.0 1.0 0.75 

50% 

glycerol(mL) 

1.3 1.3 - - 

ddH2O(Ml) 0.7 1.5 1.4 2.0 

10%APS(µµµµL) 40 40 12 24 

TEMED( µµµµL) 4 4 3 3 
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均勻混合後凝膠溶液後，將此凝膠溶液注入玻璃裝置中，拍打去除氣泡後於

凝膠上方加入甲醇，靜置於室溫下待凝膠介面形成。  

最後再配製 stacking gel：盡量倒除上方甲醇，並以二次水略為清洗，倒置滴

乾二次水。將上述的 stacking gel 混合溶液均勻混合後，將凝膠溶液加入已凝固

separating gel上，並放入梳狀模版 (comb)，使 stacking gel 凝成凹槽狀；待凝膠

凝固後再將梳狀模版取下，供蛋白質樣品注入。  

3. 電泳緩衝液電泳緩衝液電泳緩衝液電泳緩衝液 (Running buffer) 的製備的製備的製備的製備 (10倍配方倍配方倍配方倍配方)  

 

a. 下層溶液(正極)： Tris/HCl 0.2 M, pH8.9 

 

Tris                                       121.4 g 

ddH2O                                     500 mL 

Total volume                                500 mL, pH 滴定至 8.9 

 

b. 上層溶液(負極)： Tris 0.1 M, Tricine 0.1M, SDS 0.1%, pH 8.25  

 

Tris                                       60.57 g 

Tricine                                     89.59 g 

SDS                                        5.00 g 

ddH2O                                     500 mL 

Total volume                                500 mL, pH 滴定至 8.25 
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4. 蛋白質樣品處理蛋白質樣品處理蛋白質樣品處理蛋白質樣品處理 (Sample preparation)  

將蛋白質樣品溶於至少等體積的 2倍 protein sample buffer 中，於 95 ℃水浴

加熱 5分鐘。2倍 protein sample buffer的配方如下： 

 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8                        1.0 mL 

10% SDS                                   4.0 mL 

50% Glycerol                                2.4 mL 

β-Mercaptoethanol                            0.2 mL 

Coomassie Brilliant Blue                       0.01% 

ddH2O                                      10 mL 

 Total volume                                10 mL 

                    

5. 電泳之操作方法電泳之操作方法電泳之操作方法電泳之操作方法  

將鑄好膠之玻璃片周圍橡膠條拿掉，玻璃片以鐵夾固定至電泳裝置上，使有

凹槽的一面朝向電泳槽。將電泳緩衝液住滿上下電泳槽，將加熱處理好的蛋白質

樣品溶液加入樣品槽中。電泳槽上層接負極，下層接正極，以固定 30 伏特 (V)，

400 毫安培 (mA) 的電泳進行電泳一小時，再以固定 90 伏特 (V)，400 毫安培 

(mA) 的電泳進行電泳，待指示劑移至膠片底部後，完成電泳並停止通電。  

本實驗採用的標準蛋白質分子量  (Low-range Protein Molecular Weight 

Markers如下所示： 

 

Phosphorylase B 97.4 kDa 

Bovine serum albumin 66.2 kDa 

Ovalbumin 45.6 kDa 

Carbonic anhydrase 31.0 kDa 

Soybean trypsin inhibitor 21.5 kDa 

Lysozyme 14.4 kDa 
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四、 西方墨點法 (Western blot)  

1. 蛋白質轉印分析蛋白質轉印分析蛋白質轉印分析蛋白質轉印分析 (Transfer) 

剪裁與 separating gel 大小相同的 PVDF membrane，先讓 membrane 由原來

的疏水性以 100 % 甲醇浸潤成具有親水性的特質，再將其浸泡於轉印緩衝溶液 

(10 mM CAPS、10 % MeOH，pH 11.0)。由下而上依序自下層石墨板鋪蓋 (1) 三張

浸泡過轉印緩衝液的濾紙、(2) PVDF membrane、(3) separating gel 以及 (4) 另外

三張浸泡過轉印緩衝液的濾紙，鋪蓋過程中不要產生氣泡，也不要讓 membrane 乾

掉；最後壓上已接上負極之上層石墨板，裝置下層石墨板小心接上正極。轉印使用

的電流依據 separating gel 的面積，每平方公分約 1 mA，通電時間為四小時。轉印完

後取下 PVDF membrane 先以 Fast green 染劑進行染色確定蛋白轉印的效率及位

置，再進行抗體偵測。  

3. 蛋白質染劑及西方墨蛋白質染劑及西方墨蛋白質染劑及西方墨蛋白質染劑及西方墨點法緩衝液的配置點法緩衝液的配置點法緩衝液的配置點法緩衝液的配置 (Preparation of reagents 

and buffers)  

 

a. Fast Green的配方如下：  

 

Fast green                                   0.1 g 

Acetic acid                                 10.0 mL 

Ethanol (95%)                               26.3 mL 

ddH2O                                       64 mL    

 Total volume                                100 mL 
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b. 配製清洗緩衝溶液 (Washing buffer)  

 

TN 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.15 M NaCl 

TNT 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.15 M NaCl, 0.5% Tween 20 (v/v) 

 

3. 西方墨點法操作步驟西方墨點法操作步驟西方墨點法操作步驟西方墨點法操作步驟 

轉印好的 PVDF membrane以 Fast green 蛋白質染劑染色數秒，再以二次蒸餾

水漂洗褪色，待背景回復白色；風乾後，將 PVDF membrane 依染色結果裁切適

當位置，並以鉛筆在角落標示標的蛋白質名稱，再以 100 % 甲醇浸潤 PVDF 

membrane 使其恢復親水性，以水潤洗一次後，泡在含有 4 % 脫脂奶粉的 TN 緩

衝溶液，於室溫搖晃 1 小時進行填塞作用 (blocking)。倒掉反應液，即可進行初

次抗體 (primary antibody) 結合反應。初級抗體以 TN 稀釋，各抗體的稀釋比例： 

anti-survivin (1:500)、 anti-actin (1:10,000)、 anti-COX-2 (1:200)、 anti-Ubiquitin 

(1:1,000)。初級抗體結合反應於 4℃ 反應 16 小時。倒去一次抗體溶液並以 TNT

緩衝液漂洗 3次，每次 10 min。接著進行次級抗體 (secondary antibody) 結合反

應，次級抗體以含有 4 % 脫脂奶粉的 TNT 稀釋，各抗體的稀釋比例如下： 

HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (1:2,000)、 HRP-conjugated goat 

anti-mouse IgG antibody (1:2,000)、HRP-conjugated donkey anti-goat IgG antibody 

(1:1,000)。次體抗體結合反應於室溫搖晃 1 小時，最後以 TNT 緩衝液漂洗 3 

次，每次 10分鐘。  

4. ECL 呈色呈色呈色呈色  

首先將 PVDF membrane 上多餘的緩衝溶液吸掉，均勻加入適量的反應物 

(Western LightningTM Western Blot Chemiluminescence Reagent，A 與 B 兩種溶液

等體積混合)，反應 2 分鐘後，將多餘的受質溶液吸掉，把 membrane 置入暗盒 

(cassette) 中，剪裁適當大小的 X 光底片 (Fujifilm) 進行壓片並計時，時間到之
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後，將底片放入顯影液 (developer) 中直到可見陽性反應，以水漂洗後再將底片置

入定影液 (fixer) 以去除未呈色的部分，直到整張 X 光底片都呈透明為止，用水

將底片洗淨自然風乾或烘乾保存。  

第五節第五節第五節第五節    螢光顯微鏡觀察螢光顯微鏡觀察螢光顯微鏡觀察螢光顯微鏡觀察 

一、 標本處理 

1. 樣本預備樣本預備樣本預備樣本預備 

做免疫染色至少細胞要先養 8hr，在 24 wells plate 內先放入 12 mm cover 

glass，再加入以 Trypsin 切下約 105 的胃上皮細胞，再以 0.5 mL DMEM，繼續

養 16 小時，再加入幽門螺旋桿菌前，需 starvation 3 小時以上，再加入幽門螺旋

桿菌。 

2. 標本製作標本製作標本製作標本製作 

將處理幽門螺旋桿菌後的細胞以 1 倍的 PBS (500 µL)清洗標本三次，加入 

500 µL 3.7% paraformaldehyde 固定細胞三十分鐘。再加入 500 µL 0.1 % Triton 

X-100 於 4 % milk (milk 須以 PBS 配)，blocking 16 小時，加入 50 µL 1st antibody 

16 小時，4℃。再以 PBS 清洗三次，每次十分鐘。加入 2nd antibody，室溫反應 1 

小時。再以 PBS 清洗三次，每次十分鐘。在 slide 上滴 2 µL mounting gel (or 5% 

glycerol)，將 cover glass 斜 45 度放到 glycerol 上，四周以 kimwipe 擦拭邊緣塗

上一層指甲油，於暗處至乾，即可觀察。 
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第四章 實驗結果 

第一節第一節第一節第一節    幽門螺旋桿菌幽門螺旋桿菌幽門螺旋桿菌幽門螺旋桿菌感染感染感染感染 AGS 細胞細胞細胞細胞促使存活素上升促使存活素上升促使存活素上升促使存活素上升 

一、 幽門螺旋桿菌感染後細胞的形態改變 

在研究幽門螺旋桿菌造成的現象以前，需要先確認幽門螺旋桿菌感染的有效

性。根據先前的文獻指出，幽門螺旋桿菌的感染會造成胃腺癌細胞的細胞骨架重

新組合 (cytoskeleton rearrangement)、細胞延長 (cell elongation)、細胞間接觸減少，

而呈現明顯的「蜂鳥狀」  (hummingbird phenotype) 或「紡錘狀」  (scattering 

phenotype) 等型態[91, 92]。 

於是在本實驗中，以倒立式螢光顯微鏡 (Olympus IX70) 來觀察感染胃腺癌細

胞 (AGS) 及以幽門螺旋桿菌感染比例 (multiplicity of infection, M.O.I) 100 感染 

1 小時後的細胞型態，發現細胞會被拉長而呈現紡錘狀或蜂鳥狀 (Fig. 1)，顯示我

們所使用的幽門螺旋桿菌的確會對胃腺癌上皮細胞株進行有效的感染。 

二、 幽門螺旋桿菌誘導存活素的上升與幽門螺旋桿菌誘導

COX-2 的上升 

由於在先前的文獻中指出，COX-2 以及其下游產物 PGE2 可能會促使存活素

的泛素化 (Ubiquitination) 降低，致使存活素的降解減少，因此存活素在細胞中的

含量得以增加[77]；而又有文獻指出幽門螺旋桿菌可誘使 AGS 表達 COX-2 

[74]，以及在幽門螺旋桿菌的感染下，胃癌病人的腫瘤細胞中之存活素有上升的現

象 [90]，因此我們想進一步的了解，是否在幽門螺旋桿菌的感染下，的確有存活

素上升的現象，並且是否存活素在幽門螺旋桿菌感染後的增加，主要是因為幽門

螺旋桿菌誘使 COX-2 表達來穩定存活素，進而使存活素在細胞中的含量增加？

因此在本實驗中，分別對 AGS 細胞處理 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌一小時、三
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小時、五小時三個時間點，在 Fig. 2 的結果中，我們發現在幽門螺旋桿菌感染一

小時時，細胞中存活素的上升較為明顯 (Fig. 2A,C)。接著我們想進一步的了解，

是否 COX-2 的上升也符合存活素上升的趨勢，因此，在本實驗中，同樣對 AGS 

細胞處理 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌一小時、三小時、五小時 (Fig. 2A, B)。而由 

Fig. 2 可觀察到，在以 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌處理三小時左右，可看見 

COX-2 的表現量達到最高。但因為存活素與 COX-2 表現量達到最高的時間點並

不一致，因此由此我們並不能確定幽門螺旋桿菌所誘導大量表現的存活素主要是

來自 COX-2，可能是來自於幽門螺旋桿菌所誘導的其他路徑調控而使得存活素的

表現量上升。因此為了更進一步的找出 COX-2 對存活素的調控，我們想要先確

立 COX-2 與存活素的關係。 

第二節第二節第二節第二節    COX-2 表現與存活素上升之關係表現與存活素上升之關係表現與存活素上升之關係表現與存活素上升之關係 

一. COX-2 對存活素的調控─ COX-2 的上升與存活素的上升 

為了進一步的確認 COX-2 對存活素的影響，並排除幽門螺旋桿菌誘使的其

他路徑對於存活素調控造成的影響，於是我們希望藉由直接在 AGS 細胞中大量

表現 COX-2 的方式來進一步的確定 COX-2 是否和存活素在細胞中含量的上升

有關。 

於是在本實驗中 (Fig. 3)，我們以綠色螢光蛋白 (Enhanced green fluorescent 

protein, EGFP) 做為轉染 (transfection) 實驗的控制組，代表質體的確有送入細胞

中，並以 COX-2 的轉染為實驗組；在 Fig. 3 中，我們可以看見由於轉染 EGFP 的 

AGS 細胞尚未感染幽門螺旋桿菌，因此 AGS 細胞並不表現 COX-2，符合前面

的文獻的結果，COX-2 為誘導表現的酵素；而轉染 COX-2 的細胞，則有大量表

現 COX-2 的情形。並且，在轉染 COX-2 而大量表現 COX-2的 AGS 細胞中，

的確可以看到存活素在細胞中的含量較轉染 EGFP 而無表現 COX-2 的 AGS 細

胞有上升的現象。代表 COX-2 還是可能參與某些調控，使存活素在細胞中的含
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量上升。 

二. COX-2 對存活素的調控─ COX-2 的上升促使存活素的泛素化 

(Ubiquitination) 減少 

由於先前文獻指出[77]，可能是由於 COX-2 可以減少存活素的泛素化的情

形，使得存活素可以在細胞中的含量上升，因此在本實驗中，除了在 AGS 細胞

中大量表現 COX-2 外，並在收取轉染 COX-2 之 AGS 細胞前二小時，添加 5 

µM 的 MG-132，使得 proteasome 的活性被抑制，泛素化的蛋白質較不會被降

解，使我們可以較清楚的觀察存活素泛素化的情形。並將細胞溶解於 RIPA buffer，

以存活素的抗體來做免疫沉澱的實驗，再以泛素 (ubiquitin) 之抗體做西方墨點染

色實驗，藉以確認存活素泛素化的情形。  

而在 Fig. 4A 中，我們可以看見，同樣的，在轉染 COX-2 的 AGS 細胞中，

存活素的表現量有上升的現象，而在免疫沉澱的實驗當中，也的確可以看見 (Fig. 

4B)，當存活素的含量上升後，泛素化的情形有下降的趨勢。 

因此我們可以合理的推測，幽門螺旋桿菌所誘導產生的 COX-2 的確可能參

與對於存活素含量的上升，而可能是透過使存活素的泛素化減低的方式，來使得

存活素的含量上升。 

三. COX-2 對存活素的調控─ COX-2 的 knock down 促使存活素的

減少 

為了更進一步的確認在幽門螺旋桿菌感染中，被幽門螺旋桿菌誘導表現的 

COX-2 的確具有穩定存活素功能，於是在下面的實驗當中，我們自中研院的 RNAi 

核心實驗室購買了五株 COX-2 之 shRNA 的菌株 (supplementary table.1)，在定序

的結果確認後，我們同樣的將 shRNA 以轉染的方式送入細胞中，並對細胞處理 

M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌三小時，想藉此了解是否若幽門螺旋桿菌誘導的 

COX-2 的表現量下降，則存活素在細胞中的含量也會受到影響。 
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因此在本實驗中，同樣以 EGFP 做為轉染的控制組，代表有成功的將質體送

入細胞中。而轉染 EGFP 的細胞同時會和轉染 COX-2 之 shRNA 的 AGS 細胞

一起處理 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌三小時，因此轉染 EGFP 的細胞同樣代表在

正常處理 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌三小時的情況下，COX-2 所被誘導表現的情

形；而轉染 COX-2 之 shRNA 的 AGS 細胞中之 COX-2 的表現量則表示處理 

M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌三小時後，COX-2 在被不同的 COX-2 shRNA  knock 

down 後，在細胞中被誘導表現的量 (Fig. 5)。在 Fig. 5 中，我們可以看見在轉染 

COX-2的 shRNA 後，某幾株細胞(如 A、C) 被幽門螺旋桿菌誘導表現之 COX-2 

的確有下降的現象，而在這幾株細胞中，存活素的表現量也的確有下降的現象。 

這個實驗結果可能暗示我們，幽門螺旋桿菌所誘導表現的 COX-2 在幽門螺

旋桿菌所誘導之下，存活素表現量的增加中的確是不可或缺的。 

四. COX-2 對存活素的調控─ COX-2 的抑制促使存活素的減少 

為了更進一步的確認 COX-2 在幽門螺旋桿菌的感染中對於存活素所扮演的

調控角色，在下面的實驗中，我們使用了 COX-2 的選擇性抑制劑 Celecoxib 

(Celebrex®)，觀察是否在幽門螺旋桿菌的感染中，藉由抑制 COX-2 的活性，存活

素的量會因為無法被 COX-2 穩定而減少。 

因此在本實驗中，我們以不處理幽門螺旋桿菌以及任何藥物的細胞，做為存

活素在一般 AGS 細胞中的控制組，以只處理 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌的細胞

做為在感染 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌不同時間時，存活素表現量的控制組；接

著對 AGS 細胞分別處理 50 µM 以及 25 µM 的 Celecoxib，再分別對只處理幽門

螺旋桿菌組，和處理 50 µM 以及 25 µM 的 Celecoxib 的 AGS 細胞處理 M.O.I 

100 的幽門螺旋桿菌一小時及兩小時，來觀察存活素的量是否有減少的現象；在

結果 (Fig. 6) 中，我們可觀測到，相對於一般處理 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌的

細胞株，處理 Celecoxib 的 AGS 細胞被幽門螺旋桿菌所誘導的存活素的量，的

確有減少的趨勢，尤其在兩小時時，最為明顯。 
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然而，之前的文獻以及前面的結果指出，COX-2 可能可以透過減少存活素泛

素化的方式，來使得存活素的降解的情形減少，進而使得存活素含量增加；因此

我們想知道，若是同時對處理 Celecoxib 的 AGS 細胞處理 MG-132 來抑制 

proteasome 的活性，是否可以減少存活素的減少？因此我們再對另外一組細胞同

時處理了 50 µM 以及 25 µM 的 Celecoxib 和 5 µM 的 MG-132後，再對這組細

胞處理 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌，觀測存活素的含量是否有減少減少的趨勢。 

在 Fig. 6 中，我們發現，在對於處理 50 µM 以及 25 µM 的 Celecoxib，及

同時處理 M.O.I 100 幽門螺旋桿菌的 AGS細胞中，處理 5 µM 的 MG-132 後，

的確使得存活素的減少有減緩的現象。證明 COX-2 可能在減少存活素的降解

上，扮演了一定的調控角色。 

第三節第三節第三節第三節    PGE2 (prostaglandin E2) 表現與存活素上升之關表現與存活素上升之關表現與存活素上升之關表現與存活素上升之關 

係係係係 

為了更進一步的了解 COX-2 對存活素作用的方式，我們想要繼續探討 

COX-2 的下游分子 PGE2。我們想要知道 COX-2 是否是利用 PGE2 來造成存活

素的泛素化減少？因此在下面的實驗中，我們想要先了解 PGE2 與存活素的關係。 

一. PGE2 對存活素的調控─ PGE2 促使存活素的上升 

同樣的，我們必須先了解 PGE2 與存活素的關係，才能進一步的了解 COX-2

是否是透過 PGE2 來調控存活素的泛素化。因此在下面的實驗中我們分別對細胞

處理不同濃度的 PGE2  48 小時，我們想要藉此知道，是否 AGS 細胞中的存活

素含量會因此受到改變。另外值得注意的是，因為 PGE2 的半衰期並不長，其效

果可能無法持續兩天，因此在本實驗中，我們使用較為穩定的 16,16-dimethyl 

prostaglandin E2 (dmPGE2) 來進行實驗，dmPGE2 為 PGE2 的 analog，在先前許

多文獻中已經被使用在 in vivo 或者 in vitro 中[77, 93, 94]。在實驗結果 (Fig. 7) 
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中，我們可以發現，當處理 dmPGE2 的濃度為分別為 1 µM, 2 µM 以及 5 µM 

時，都可以看見存活素上升的現象。因此 PGE2 可能也參與了 COX-2 穩定存活

素的過程。 

二. PGE2 對存活素的調控─ PGE2 促使存活素的泛素化減少 

為了更進一步的了解 PGE2 對存活素的量的調控，是否是利用參與減少存活

素泛素化而使其在細胞中的含量增加？因此，我們同樣對  AGS 細胞處理 

dmPGE2 5 µM 48 小時，同樣可看見存活素的含量有上升的現象 (Fig.8A)，並且在

收取細胞前兩小時，加入 5 µM 的 MG-132 ，減少 proteasome 的活性，使我們

可以較清楚的觀測到蛋白質泛素化的現象；並以 RIPA buffer 溶解細胞，再以存活

素的抗體做免疫沉澱實驗，接著，以泛素之抗體做西方墨點染色法實驗，藉以確

認存活素泛素化的情形。在 Fig. 8B 中，我們可以看見存活素的泛素化的確有減

少的情形。 

 因此我們可能可以合理的推測， COX-2 會藉由其下游的分子 PGE2，使得存

活素的泛素化減少，並進而使得細胞中存活素的量上升；而幽門螺旋桿菌可能是

藉由誘導 COX-2 的上升，而使得存活素在細胞中的量增加，進而達到抑制癌細

胞凋亡的機制。 

第四節第四節第四節第四節    幽門螺旋桿菌感染引起幽門螺旋桿菌感染引起幽門螺旋桿菌感染引起幽門螺旋桿菌感染引起存活素存活素存活素存活素位置之改變位置之改變位置之改變位置之改變 

一、 存活素位置改變的重要性 

在先前的研究中指出，存活素不只具有抗細胞凋亡的功能，也在細胞分裂中

扮演相當重要的角色。因此我們想要更進一步的了解，存活素在幽門螺旋桿菌中

所扮演的角色，是否是如同我們所假設的，是扮演抗細胞凋亡的角色。而在先前

的許多研究中，更指出存活素在細胞中不同的位置，則可能扮演著完全不同的功

能[95]：當存活素位於細胞核時，可能主要是負責細胞大量的分裂，而較不具有保

護細胞的功能；而當存活素位於細胞質時，才是主要扮演抗細胞凋亡的角色；並
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且在某些文獻中更指出，存活素在細胞核中的穩定性可能較低[96]；而在臨床上，

存活素存在的位置更具有相當指標性的意義，若是存活素出現在細胞核中，可代

表較好的預後，然而存活素若是出現在細胞質中，則代表較差的預後[97]。而在某

些文獻中則指出[95]，若是突變存活素的 nuclear export sequance (NES) 片段，使

得存活素無法離開細胞核，則會使得癌細胞較容易凋亡，因而可降低化療藥物的

使用量。因此，若是可以知道幽門螺旋桿菌的感染對存活素細胞位置中的調控，

對於了解幽門螺旋桿菌在導致胃癌的發生上，也有非常重要的意義。 

二、 幽門螺旋桿菌的感染導致存活素離開細胞核 

為了進一步的了解幽門螺旋桿菌感染對存活素在細胞中位置的調控，我們使

用螢光顯微鏡來觀察存活素的位置，由實驗結果 (Fig. 9) 中可以發現，一般在 

AGS 細胞當中，存活素是存在細胞核中的，這個結果似乎符合前面文獻所提的，

存活素在尚未受到使細胞凋亡的刺激時，主要是負責細胞分裂的功能；因此我們

更進一步的對 AGS 細胞處理 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌，想觀測存活素是否會

為了抵抗幽門螺旋桿菌對 AGS 細胞產生的凋亡刺激，而離開細胞合併執行抗細

胞凋亡的功能？由 Fig. 9 可以發現，我們在處理 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌三小

時後，則可發現存活素的確有自細胞核中移出到細胞質的情形。而若是處理 M.O.I 

100 的幽門螺旋桿菌六小時後，則可看見更大部分的存活素自細胞核移至細胞質

的情形。由此我們可以知道幽門螺旋桿菌的確會影響存活素在細胞中的位置，而

這樣的調控很可能符合我們推測的，是為了執行抗細胞凋亡的功能。 

第五節第五節第五節第五節    幽門螺旋桿菌感染引起幽門螺旋桿菌感染引起幽門螺旋桿菌感染引起幽門螺旋桿菌感染引起存活素存活素存活素存活素上升的其它訊息路徑上升的其它訊息路徑上升的其它訊息路徑上升的其它訊息路徑 

由於在先前的實驗中，雖然我們証實了 COX-2 以及其下游的分子 PGE2 在

幽門螺旋桿菌的感染這一刺激中，對於 AGS 細胞中的存活素具有減少其泛素

化，導致其穩定的性質，然而我們更想進一步的找出在幽門螺旋桿菌的感染下，

促使存活素表現量上升的其他調控因子還有哪些？為了較快速的找出可能的上游



 

 51

調控因子，我們使用 Ingenuity Pathways Analysis (IPA) 這一資料庫去分析幽門螺

旋桿菌可能經由哪些路徑來調控存活素的上升。 

而經由此資料庫的分析 (Fig.10)，推測幽門螺旋桿菌在感染胃上皮細胞後，可

能會經由活化 Akt 的方式，促使 glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3β) 產生在 

Ser 9 的位置產生磷酸化，而使得 GSK3β 失去活性，進而使得 β−catenin 得以在

細胞核中大量累積，並從而轉錄 Cyclin D1 及存活素。 
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第五章 討論 

第一節第一節第一節第一節    實驗方法討論實驗方法討論實驗方法討論實驗方法討論 

一. 細胞株與菌株的選用 

本實驗所選用的 AGS cell line，主要是因為其細胞的 p53 基因表現量最接近

正常的胃細胞，因此被多位學者拿來做為研究幽門螺旋桿菌的癌細胞株，並依此

來建立幽門螺旋桿菌感染產生反應的模型；然而，AGS 之性質與正常的細胞比較

仍有許多差異，尤其是在本實驗中， AGS 內生性的存活素比例相當高，但在正

常胃上皮細胞中，卻幾乎不會看到存活素的表現，因此若欲使實驗結果印證較真

實的生理情形，則必須選擇更接近正常的胃部細胞株或是初代細胞，有些中國的

文獻[98]則使用 GES1 細胞株，此細胞株是正常的胃上皮細胞，但是使其永生化 

(immortalized) 以減低實驗中的存活素的背景值。 

而在幽門螺旋桿菌的部分，本實驗用以感染的菌株是由台大醫院胃癌病人檢

體中分離培養所得的 GC3，將來若選用普遍被應用在學術研究中的標準菌株(註)

如 26695 或 J99 等[91]，所得實驗結果可能更具代表性。 

註. 標準菌株是指有經過定序，具有完整基因圖譜的菌株。 

二. 細胞轉染實驗與 shRNA knock down 

在本論文當中，使用 PolyJet DNA reagent 作為轉染用的試劑，主要是因為其

對細胞產生的毒性較 Lipofectamine 低、轉染的效率並無較低並且價格較為合理，

因此拿來使用。而在 COX-2 的大量表現上，未來可以選取具有同樣的啟動子的

載體來做為控制組，會更具代表性。 

而在 shRNA knockdown 的實驗中，雖然我們可以看見 COX-2 在西方墨點的

偵測上蛋白質表現量有下降的現象，但並非所有的 shRNA 都有達到理想的 knock 

down 效果，可能是因為 shRNA 在不同的細胞株中仍有其表達的差異性存在，因
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此在抑制上的效果並不完全符合先前回報的結果 (Supplementary Table.1)。在先前

的回報結果 (A549 細胞株) 中，抑制 COX-2 結果最佳的序列菌株分別為 C > E 

> D > A > B，然而在本實驗中，抑制效果反而是 A > C > B > E > D 菌株。而為了

有較佳的驗證，除了西方墨點法對於蛋白質的驗證，之後也應以 Q-PCR 的方式

確實偵測 COX-2 mRNA 的表現量是否確實降低。 

另外，在本實驗中，是以 EGFP 作為轉染實驗的調控，主要是考量 COX-2

為一誘導表現之酵素，也就是在正常情況下，若無幽門螺旋桿菌的感染， AGS 細

胞並不表現，因此我們想要了解在正常感染 M.O.I 100 的幽門螺旋桿菌的情況

下， COX-2 誘導表現的狀況與以 shRNA knock down 的情況下，COX-2 被誘

導表現的差異。但未來應再以其他 shRNA 做為該時段感染幽門螺旋桿菌 M.O.I 

100 後的控制組，以證明 COX-2 的 shRNA 具專一性抑制效果，其可信度會更

佳。 

三. Celecoxib 與非類固醇抗發炎藥物 (Non-steroidal anti-inflammatory 

drugs, NSAID) 的選用 

在本篇論文當中，為了探討抑制 COX-2 活性對存活素產生的影響，而使用

了  COX-2 的選擇性抑制劑  Celecoxib，本藥物是非類固醇抗發炎藥物 

(Non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAID) 的一種，在臨床上被廣泛的使用在

止痛、解熱以及抗發炎上，主要是因為這種藥物可以做用在環氧化酶 COX 上，

藉以抑制 PG (prostaglandin) 的產生。先前則有許多文獻指出，藉由抑制發炎的效

果，可以減緩發炎區域聚集白血球，使得該區域自由基減少，減少因自由基產生

造成細胞增生的刺激，或者 DNA 的傷害，因而可降低罹癌的可能性[67]。 
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(圖十三：摘自 Nature Review Cancer, 6666(2):130-140 (2006)) 

 

雖然有文獻指出，NSAID 藥物的使用(例如阿斯匹靈)可以減緩消化道方面惡

性腫瘤的產生，但是長期的使用卻發現某幾種 NSAID (如: indomethacin, piroxicam, 

sulindac and ibuprofen) 可能會導致胃出血、胃潰瘍或腎毒性…等副作用，而在經

過許多研究之後，科學家發現 NSAID 所造成的副作用主要是與抑制 COX-1 有

關。因此科學家開始開發 COX-2 的選擇性抑制劑，這些抑制劑對於先前所提的

胃出血、胃潰瘍等副作用可以有較好的容忍力，如 Celecoxib (Celebrex®)、Rofecoxib 

(Vioxx®)、Valdecoxib (Bextra®)。然而，有些文獻卻指出，這類的藥物因為會導致

血小板不易凝結，仍有可能導致心血管的疾病。而在台灣方面目前獲得衛生署許

可上市的為  Celecoxib (Celebrex®) 及  Rofecoxib (Vioxx®)，目前  celecoxib 

(Celebrex®) 在臨床藥理學上發現其並不會抑制血小板凝集，也不會延長出血時

間，因此算是較為安全的藥物。 

先前有文獻指出，在老鼠的胃上皮細胞中若處理 NSAID 類藥物，則有助於

增加存活素的降解以及癌細胞的凋亡[99]，因此我們希望同樣以上市並且較為安全
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的 Celecoxib (Celebrex®) 做為抑制 COX-2 的藥物，並且可以去除抑制 COX-1 

的副作用。然而為了更確定抑制 COX-2 對於存活素的影響，在日後可能需要再

以其他 COX-2 的選擇性抑制劑(如 NS-398) 再加以確認。另外由於這些 NSAID 

類的藥物均屬於有機類化合物，須溶於 DMSO 中，在實驗時需要更加注意 DMSO 

的濃度，需要盡量不使 DMSO 的添加影響細胞的生理活性，因此在本論文的實驗

設計中， DMSO 所添加的體積均小於等於所有溶液體積之 0.1%。 

第二節第二節第二節第二節    幽門螺旋桿菌與抗細胞凋亡反應分子幽門螺旋桿菌與抗細胞凋亡反應分子幽門螺旋桿菌與抗細胞凋亡反應分子幽門螺旋桿菌與抗細胞凋亡反應分子 

幽門螺旋桿菌一直以來都被認為是導致胃癌的一個主要原因，然而其究竟為

何導致胃癌的機制，目前仍是尚在研究當中，在本篇論文中提出，幽門螺旋桿菌

極有可能是透過誘導 COX-2 的表現，引發下游 PGE2 分子的產生，進而使得存

活素得以減少其泛素化的情形，並在細胞中穩定存在，進而抵抗細胞的凋亡，使

癌細胞 (AGS) 可以有衍生成胃癌的潛力。然而在本論文中， COX-2 被誘導表現

的時間卻不完全與存活素表現的時間一致，最主要的原因是存活素可能還同時受

到許多其他路徑的調控，我們經過文獻的搜尋以及配合  Ingenuity Pathways 

Analysis (IPA) 軟體的分析，推測可能是經由上游的 GSK3β 被磷酸化，導致其活

性被抑制後，使得 β−catenin 可以在細胞中大量累積，而進入細胞核中大量表現存

活素所致，未來希望可以進一步的分析 β−catenin 在細胞中大量累積的現象，以及

磷酸化的情形，必要時可以使用 β−catenin 的 shRNA knock down，可能可以更進

一步的證實此一現象，或者可使用 GSK3β 的突變株 (S9A) 使其 Ser 9 的位置無法

被幽門螺旋桿菌誘導磷酸化，而得以永久活化，再進一步觀察在 β−catenin 減少的

情況下，存活素降低的情形。希望可以更進一步的了解，幽門螺旋桿菌透過存活

素分子來調控抑制細胞凋亡的情形。除此之外，幽門螺旋桿菌的感染除了會透過

表現 COX-2 和 PGE2 來減少存活素在細胞中的泛素化，COX-2 和 PGE2 更有可

能影響存活素在細胞中的修飾，先前有文獻指出[100]磷酸化或者泛素化等轉譯後

修飾具有互相調節的現象，而除了泛素化外，與泛素類似的蛋白質 SUMO 也被指
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可能和泛素修飾在相同位置。因此在未來，也可以由本實驗室的質譜的技術更進

一步檢視存活素在幽門螺旋桿菌感染後之修飾情形。 

另外，本實驗雖然證明了 PGE2 可以影響存活素之泛素化，但並未證明是直

接或是間接，因此在未來也可以再詳加探討。 

第三節第三節第三節第三節    總結與未來展望總結與未來展望總結與未來展望總結與未來展望 

關於存活素是否可導致癌症，在目前的研究中，仍是一個爭議性頗大的問題，

有些文獻認為存活素主要是配合 X-linked IAP (XIAP) 來抵抗細胞凋亡或者主要

是幫助細胞分裂，然而在許多文獻中，則可以明顯發現，不管是以藥物的方式抑

制存活素的表現，或者以 RNA 干擾的方式 (shRNA 或者 si RNA) 都可以同樣的

看見細胞凋亡的現象明顯增加，因此我們仍然認為癌細胞中大量表現存活素，對

於癌細胞的生存是一個保護的作用，在平時未受到刺激時可以幫助癌細胞分裂，

而在受到刺激時(例如幽門螺旋桿菌的感染)，可以幫助癌細胞抵抗細胞凋亡反應，

進而使得癌細胞得以繼續生存。因此，存活素的穩定存在可以做為癌症發生的一

個潛在因子。 

目前已經有許多研究在探究存活素可以穩定存在在癌細胞中的原因，以及存

活素究竟是透過何種機制被降解？在 2007 年有文獻[101]指出，存活素在細胞中

的降解，主要是透過和 XIAP 以及 XAF1((XIAP)-associated factor 1) 的結合，因

為 XIAP 的結構中帶有 RING domain (圖十四)，這個結構經過研究，被認為是一

個 E3 ligase；而 XAF1 蛋白則可以透過和 XIAP 的 RING domain 作用，而降解

和 XIAP 結合的存活素，然而實際上 XIAP 以及 XAF1 究竟是如何作用，而導

致存活素被降解？至今還是一個尚未探討的謎題。而在目前的研究當中， XIAP 以

及 XAF1 均被認為在細胞凋亡以及抵抗細胞凋亡的機制中，扮演相當重要的角色

[102-109]。而在幽門螺旋桿菌導致胃癌的研究領域中，也正在如火如荼的研究幽

門螺旋桿菌對 XIAP 以及 XAF1 兩分子的調控， 
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(圖十四：摘自 Nature Review Cancer, 3(1):46-54 (2003)) 

 

我們對 XIAP 和 XAF1 是如何導致存活素的降解非常感興趣，但我們更感興

趣的是，若是存活素、XAF1 和 XIAP 的結合得以降解存活素，那又是透過何種

機制來決定存活素可以透過和 XIAP 的結合來抵抗細胞的凋亡呢？在得以大量表

現 COX-2 的癌細胞中，是否是透過下游 PGE2 分子的干擾來調控，使得 XIAP、

XAF1 和存活素無法順利結合，致使最後只有 XIAP 和存活素的得以順利結合，

使得存活素和 XIAP 可以共同執行抗細胞凋亡的功能呢？ 

在未來的研究當中，除了需要更進一步的了解幽門螺旋桿菌對於胃上皮細胞

中其他訊息路徑的調控以導致存活素的增加，我們更希望可以往存活素在癌細胞

中究竟是被如何決定穩定存在的機制去探究，探討是否除了以 RNA 干擾存活素

表現的方式外，還有其他方式可以決定存活素的減少，也可以在未來的基因治療

上提供新的目標。 
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第七章 圖表與說明 

 

 

 

Figure 1. The effectiveness of H. pylori infection of AGS cells using an M.O.I. of 

100. Phase-contrast micrographs of non-infected AGS cells (left) or AGS cells 

infected with H. pylori for 1 hour (right). After H. pylori were added to the cultured 

cells at an M.O.I. of 100, AGS cells were induced to the hummingbird phenotypes. 

The optical images were obtained by Olympic IX70 Epi-fluorescence microscope. 
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Figure 2. The effect of H. pylori infection on COX-2 and survivin expression. (A) 

AGS cells were incubated with H. pylori at an M.O.I. of 100 at 37 °C for the indicated 

times. After incubation, cell lysates were analyzed by Tricine SDS-PAGE (16.5 % gels), 

followed by Western blot analyses using an anti-survivin antibody and anti-COX-2 

antibody. The loading control is β-Actin, which is a 42-kDa protein expressed in AGS 

cells. Results are representative of three independent experiments. (B)(C) Quantification 

of COX-2 and survivin was performed by densitometry. Data are means ± S.E. of 

values from three experiments, with an n = 3 per experiment. Statistical significance: *, 

p < 0.05. 
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Figure 3. Over-expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) promotes survivin levels 

increase. (A) AGS cells were transfected with EGFP or COX-2 10 µg. After 

transfecting with cyclooxygenase-2 (COX-2) 10 µg, AGS cells overexpressed survivin. 

The transfection control is AGS cells transfected with EGFP (enhanced green 

fluorescent protein) 10 µg. Cell lysates were analyzed by Tricine SDS-PAGE (16.5 % 

gels), followed by Western blot analyses using anti-COX-2, and anti-survivin antibodies. 

The loading control is β-Actin, which is a 42-kDa protein expressed in AGS cells. 

Results are representative of three independent experiments. (B) Quantification of 

survivin was performed by densitometry. Data are means ± S.E. of values from three 

experiments, with an n = 3 per experiment. Statistical significance: *, p < 0.05. 
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Figure 4. Over-expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) decreases the 

ubiquitination of survivin.  (A) AGS cells were transfected with EGFP or COX-2 10 

µg. After transfecting with cyclooxygenase-2 (COX-2) 10 µg, AGS cells overexpressed 

survivin. The transfection control is AGS cells transfected with EGFP (enhanced 

fluorescent protein) 10 µg. The loading control is β-Actin, which is a 42-kDa protein 

expressed in AGS cells. (B) Survivin was immunoprecipitated from AGS cells, which 

transfected with EGFP or COX-2 10 µg, using anti-survivin antibodies. Cell lysates 

were analyzed by Tricine SDS-PAGE (16.5 % gels), followed by Western blot analyses 

using an anti-ubiquitin antibody. Ubiquitination of survivin is significantly decreased in 

AGS cells, which were transfected COX-2., Results are representatives of three 

independent experiments. 
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Figure 5. Survivin levels are decreased after COX-2 depression by shRNA knock 

down. AGS cells were transfected with COX-2 shRNA (short hairpin RNA) or EGFP. 

AGS cells were then incubated with H. pylori at an M.O.I. of 100 at 37 °C for 3 hours. 

Cell lysates were analyzed by Tricine SDS-PAGE (16.5 % gels), followed by Western 

blot analyses using anti-COX-2 and anti-survivin antibodies. Expression of survivin 

decreased in some AGS cells “A”, “C”, which were transfected with COX-2 shRNA. 

The labels “A”─”E” represents 5 different sequences of shRNA of COX-2. The 

transfection control and the the H.pylori infection control is AGS cells transfected with 

EGFP (enhanced fluorescent protein) 10 µg.AGS cells. The loading control is β-Actin, 

which is a 42-kDa protein expressed in AGS cells. 
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Figure 6. Survivin levels are decreased after COX-2 inhibition by Celecoxib. 

COX-2-mediated regulation of survivin is mediated by decreasing proteasomal 

degradation. The immunoblots of survivin levels after H. pylori infection for 2 hours, 

respectively. The results showed that the expression of survivin after H. pylori infection 

has decreased because of the addition of Celecoxib, a selective inhibitor of COX-2. The 

addition of 5 µM proteasome inhibitor, MG-132, prevents such decrease of survivin. 

AGS cells were incubated with H. pylori at an M.O.I. of 100 at 37 ℃ for the indicated 

time. Cell lysates were analyzed by Tricine SDS-PAGE (16.5 % gels), followed by 

Western blot analyses using an anti-survivin antibody. Results are representative of 

three independent experiments. The loading control is β-Actin, which is a 42-kDa 

protein expressed in AGS cells. Cx0/25/50, celecoxib 0/25/50 µM; MG5, MG132 5 µM.  

 

 



 

 74

A B 

 

 

 

 

Figure 7. PGE2 promotes increase of survivin levels in AGS cells. (A) AGS cells 

were incubated with dmPGE2 0.5,1,2, and 5 µg/mL for 48 hours. Cell lysates were then 

analyzed by Tricine SDS-PAGE (16.5 % gels), followed by Western blot analyses using 

anti-survivin antibody. The loading control is β-Actin, which is a 42-kDa protein 

expressed in AGS cells. Results are representative of three independent experiments. (B) 

Quantification of survivin was performed by densitometry. Data are means ± S.E. of 

values from triplicate experiments, with an n = 3 per experiment. Statistical significance: 

*, p < 0.05.  
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Figure 8. PGE2 promotes survivin levels by decreasing the ubiquitination of 

survivin.  (A) AGS cells were incubated with dmPGE2 5 µg/mL for 48 hours. Cell 

lysates were then analyzed by Tricine SDS-PAGE (16.5 % gels), followed by Western 

blot analyses using anti-survivin antibody. The loading control is β-Actin, which is a 

42-kDa protein expressed in AGS cells. Results are representative of three independent 

experiments. (B) Survivin was immunoprecipitated from AGS cells, using anti-survivin 

antibodies. Cell lysates were then analyzed by Tricine SDS-PAGE (16.5 % gels), 

followed by Western blot analyses using anti-ubiquitin antibodies. Ubiquitination of 

survivin is significantly decreased in AGS cells, which were incubated with dmPGE2 5 

µg/mL for 48 hours. Results are representative of three independent experiments. 
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Figure 9. H. pylori induced survivin translocalization from nucleus to cytoplasm. 

Cellular distribution of survivin (red) in AGS cells was detected by fluorescence 

microscope. Cells were incubated with H. pylori at M.O.I. of 100 at 37 ℃ for the 

indicated time. Survivin located in nucleus in the control group (upper). However, 

survivin translocated from nucleus to cytoplasm (middle and bottom) after incubation 

with H. pylori for 3 hours. After incubation, the cells were fixed with 3.7 % 

paraformaldehyde at room temperature, treated with 0.1% Triton X-100, and blocked 

with 4 % milk. The fixed cells were subjected to immunostaining using anti-survivin 

monoclonal antibodies as primary antibodies. After treatment with the primary 

antibodies, cells were incubated with the secondary anti-rabbit antibodies conjugated 

with Alexa Fluor 546 and DAPI for 1 hour, and. Data are representative of three 

experiments.  
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Figure 10. Signal transduction networks produced by Ingenuity Pathway Analysis. 
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Figure 11. Hypothetical model of survivin over-expression through β−β−β−β−catenin 

accumulation and COX-2 over-expression in H. pylori infection. 
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附錄 

Supplement Table 1.  

 

Sequence of COX-2 shRNA purchased from National RNAi Core Facility, Academia 

Sinica. 


