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縮寫表 

縮寫 全名 

ACF Aberrant crypt focus 

AJCC American Joint Committee on Cancer 

AKT1 AKT serine/threonine kinase 1 

AKT2 AKT serine/threonine kinase 2 

APC Adenomatous polyposis coli 

BCL2L11 BCL2 like 11 

BBP Benzyl butyl phthalate 

BIRC5 Baculoviral IAP repeat containing 5 

BP Biological process 

CCNB1 Cyclin B1 
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CDK2 Cyclin dependent kinase 2 

CDK4 Cyclin dependent kinase 4 

CDC6 Cyclin dependent kinase 6 

CDKN1A Cyclin dependent kinase inhibitor 1A 

CDKN1B Cyclin dependent kinase inhibitor 1B 

DBP Dibutyl phthalate 
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DEG Differentially expressed gene 

DEHP Di-(2-ethylhexyl) phthalate 

DINP Di-(iso-nonyl) Phthalate 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO Dimethyl Sulfoxide 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

EMEM Eagle’s Minimum Essential Medium 

FBS Fetal bovine serum 

FOXM1 Forkhead box M1 

FOXO1 Forkhead box O1 

FOXO3 Forkhead box O3 

GO Gene ontology 

FYN FYN proto-oncogene 

HIF1A Hypoxia inducible factor 1 subunit alpha 

HSF1 Heat shock transcription factor1 

HSP90AA1 Heat shock protein 90 alpha family class A  

member 1  

HSP90AB1 Heat shock protein 90 alpha family class B 

member 1 
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MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1 

MBP Monobutyl Phthalate 

MDB Membrane desalting buffer 

MEHP Mono-(2-ethylhexyl) phthalate 

MYC MYC proto-oncogene 

PBS Phosphate-buffered saline 

PDGFRB Platelet derived growth factor receptor beta 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 

PPARA Peroxisome proliferator activated receptor alpha 
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RNA Ribonucleic acid 
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STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 
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中文摘要 

鄰苯二甲酸酯類 (phthalates or phthalate esters) 為一種廣泛使用的塑化劑，容

易被釋放至環境中，透過呼吸系統或飲食過程，直接被攝取而危害消化系統。

Phthalate 亦為內分泌干擾物質，關於其暴露所造成之健康危害，大多著重在研究

乳癌、前列腺癌、生殖毒性及兒童發育方面的影響，對於大腸直腸癌方面的研究較

少，因此，闡明鄰苯二甲酸酯類對大腸直腸癌腫瘤生成的影響與機制為當務之急。

本論文藉由巨量生物資料庫，同時分析與 phthalate 暴露及大腸直腸癌腫瘤生成之

關鍵基因，並進一步使用大腸細胞株進行驗證，探討其可能之調控機制。本研究首

先搜尋基因資料庫 ArrayExpress 與 Gene Expression Omnibus，分析臨床大腸癌原

位、轉移及正常組織，和人類細胞暴露 phthalate 的基因表現數據，以線上平台 

NetworkAnalyst 比對，找到差異表現基因 (differentially expressed genes; DEG)，接

著，以分子網絡之整合性軟體 Cytoscape，進一步將 NetworkAnalyst 所找到之 

DEG 重新進行關係串聯及視覺化，找到同時與 phthalate 暴露及大腸直腸癌發生

與進程高度相關的關鍵基因與調控路徑。預測的基因網絡結果顯示，phthalate 暴

露可能會影響以血管內皮生長因子 (vascular endothelial growth factor A; VEGFA) 

為首之調控基因網絡，本研究進一步以人類正常大腸細胞株 CCD841 及大腸癌非

轉移細胞株 SW480，驗證 diethylhexyl phthalate (DEHP) 對此預測訊息傳導路徑之

影響，以即時定量 PCR 檢測基因表現的結果發現，上游目標基因 VEGFA、

PDGFRB、SRC 及 AKT1 等，在二種細胞株中皆如同預期在 DEHP 處理下有表

現量上升的情況；而在 CCD841 中，下游目標基因 CDKN1A (p21) 及 CDKN1B 

(p27) 的表現，會隨著 DEHP 濃度的上升而逐漸提高，但在 SW480 中則沒顯著

差異。另一方面，低濃度 DEHP (102 nM) 會使 SW480 細胞增生能力上升 1.2 倍，

而高濃度 DEHP 則會抑制 CCD841 及 SW480 細胞增生的能力，高濃度 DEHP 

(106 nM) 還會使 CCD841 細胞移動能力增加 1.3 倍，但卻抑制 SW480 細胞移動

能力。綜合本研究之結果顯示，DEHP 單獨暴露可能不會直接影響大腸細胞腫瘤
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發生以及加劇大腸直腸癌的進程。 
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Abstract 

Phthalate or phthalate esters (PAEs) are widely used as plasticizers, which can be 

easily released into the environment. Phthalate can be directly absorbed through 

respiratory or digestive system. Phthalates are also endocrine-disrupting component and 

several studies regarding the effects of phthalate exposure are mainly focused on breast 

cancer, prostate cancer, reproductive toxicity and child development. However, the health 

effects of phthalate exposure on colorectal cancer are rarely discussed. Therefore, it is 

urgently needed to clarify the effect and mechanism of phthalates on colorectal 

tumorigenesis. In this study, emerging high-throughput omics technology is used to 

analyze the critical hub genes associated with phthalate exposure and colorectal 

tumorigenesis. The role of the critical hub genes in the predicted regulatory pathway are 

further validated using CRC cell lines exposed to phthalate. First, we analyze the gene 

expression database and compare the gene expressions of clinical primary CRC (pCRC), 

metastatic CRC (mCRC), normal colon tissues and human cells with phthalate exposure 

from ArrayExpress and Gene Expression Omnibus. Then NetworkAnalyst is used to 

determine the differentially expressed genes (DEG) in phthalate exposure (phthalate 

exposure vs. non-exposure), pCRC (primary CRC vs. normal colon) and mCRC 

(metastatic CRC vs. primary CRC). Furthermore, we establish and visualize the potential 

network to identify the potential hub genes and regulatory pathways associated with 
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phthalate exposure in CRC by Cytoscape. The gene network shows that phthalate 

exposure may affect the vascular endothelial growth factor A (VEGFA)- mediated 

regulatory pathways. We next verify the predicted potential regulatory pathways using 

normal colon cell line CCD841 and non-metastasis colon cancer cell line SW480 treated 

with diethylhexyl phthalate (DEHP). Real-time PCR reveals that upstream regulatory 

genes, VEGFA, PDGFRB, SRC and AKT1, are up-regulated in the both cell lines. DEHP 

induces the expression of downstream regulatory genes, CDKN1A (p21) and CDKN1B 

(p27) in CCD841 cells whereas there is no difference in SW480 cells. On the other hand, 

the low dose (102 nM) of DEHP enhances 1.2-fold proliferative ability in SW480 cells 

and high dose (106 nM) of DEHP inhibits the proliferation in both cell lines. Treatment 

of 106 nM DEHP results in a 1.3-fold increase but decreases in cell migration in CCD841 

and SW480 cells, respectively. To sum up, this study suggests that DEHP alone may not 

directly affect colorectal tumorigenesis and CRC progression.  

 

 

 

 

 

 

 

Key words: phthalates, colorectal cancer, meta-biological database, ArrayExpress, 

NetworkAnalyst, differentially expressed gene, Cytoscape, regulatory pathway, vascular 

endothelial growth factor  
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1. 研究背景 

1.1 鄰苯二甲酸酯類  

鄰苯二甲酸酯類 (phthalates) 為無色、常溫為液態的半揮發有機物質，在水中

的溶解度很低，廣泛使用在工業製程，如聚氯乙烯 (PVC)、聚乙烯等塑膠製品的

生產，可以提高產品的彈性、透明度及耐用度。舉凡日常生活用品的衣服、器皿、

醫療設備及室內裝潢材料等 (Wams, 1987; Lorz et al., 2007)。塑化劑中 Di (2-

ethylhexyl) phthalate (DEHP) 亦廣泛添加於 PVC 的產品當中，且為目前台灣最為

普遍使用的鄰苯二甲酸酯類，其主要代謝產物為 Mono-(2-ethylhexyl) phthalate 

(MEHP) (Koch and Calafat, 2009; Li and Ko, 2012)。 

由於 phthalate 與產品是以非共價鍵結形式結合，因此容易從產品中釋出，主

要透過食物及水，少部分是透過空氣及皮膚接觸，進入到人體使其暴露 (Wester et 

al., 1998)。環境中的 phthalate 由於會受到生物性降解、光降解和厭氧菌降解，通

常不會持續存在於戶外，因此室內濃度較高，也成為了主要暴露的場域 (Rudel and 

Perovich, 2009; Staples et al., 1997; Xie et al., 2007)。部分 phthalate 為內分泌干擾

物，如 DEHP、Di-butyl phthalate (DBP) 等會與雌激素受體結合，進而干擾生物體

荷爾蒙功能 (Pavan et al., 2001; Okubo et al., 2003)，而被稱為環境荷爾蒙。 

 

1.2 鄰苯二甲酸酯類在台灣之流布狀況 

號稱為塑膠王國的台灣，日常的生活用品中有極高比例是塑膠製品，國人由食

物中攝取的 DEHP 總量，每日每公斤體重高達 33.9 μg，超過美國所規定的 20 μg 

(Chen et al., 2008)。對於室內 PVC 材質地板以及延長線暴露檢測，空氣中逸散之 

DEHP 最高濃度可達 1.28 mg/m3，而 DEHP 之粒狀粉塵濃度最高可達 1.87 mg/g、

DINP 54.24 μg/g (李家偉，2008)。台灣南部之後勁溪沉積物中 DEHP 所測得之濃

度，相較於日本、德國和馬來西亞河流來得高 (Lin et al., 2009)，且高雄地區 2011-
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2013 年自來水中可檢測出 8 種 phthalates (Yang et al., 2014)。 

 

1.3 台灣塑化劑事件及後續追蹤研究 

起雲劑為合法的食品添加物，主要是有飲料增稠、 乳化穩定的作用，然而 

2011 年台灣爆發塑化劑充當起雲劑添加事件，DEHP 為一種毒性大於三聚氰胺的

化工塑膠軟化劑，不肖業者以 DEHP 代替棕櫚油加到食品內，達到類似起雲劑的

效果。塑化劑事件爆發後，針對 2731 件食品進行 6 種 phthalate 進行檢測，發

現 DEHP 和 DINP 為主要之物質 (Wu et al., 2014)。針對 2009 到 2010 年，台

北地區 12 到 15 歲之青少年尿液，進行鄰苯二甲酸酯類代謝產物之分析，發現 

MEHP 及 MBP 為主要之代謝產物 (Bao et al., 2015)。塑毒事件後，調查台灣 60 

位兒童的尿液，發現其 DEHP 濃度明顯較高，且發現血清中含有較高濃度的 

phthalate，與促甲狀腺激素之下降有關 (Wu et al., 2013)。國內研究也發現 phthalate 

暴露會縮短女性之孕期，且造成子宮內膜異位；並造成男嬰之肛門與生殖器距離縮

短、睪丸不全、精蟲減少 (Li and Ko, 2012)。Phthalate 暴露也與誘發哮喘、出生體

重降低、過動、肺功能下降及乳腺癌有所關連 (Yen et al., 2011)。 

 

1.4 鄰苯二甲酸酯類之癌細胞特性相關實驗 

在乳癌細胞 MCF-7 (ERa+) 和乳癌細胞 MDA-MB-231 (ERa-) 暴露於 0.1-

100 μM DEHP 時，有促進細胞增生之情形 (Tanay et al., 2014)。乳癌細胞 MDA-

MB-231 (ERa-) 受到 DEHP (> 1.28x105 nM) 暴露後，有顯著提升其入侵 (invasion) 

能力，推測是透過活化 NF-κB 以及過表現 Matrix metalloproteinases-2/-9 (MMP-

2/-9) (Zhang et al., 2016)。即使在低濃度 (10 nM) BBP、DBP 及 DEHP 暴露，皆

可以具有取代雌激素活性之能力，使得乳癌細胞 MCF-7 能透過 PI3K/ Akt 訊號

傳導途徑誘導細胞增生，且在具有 17β-estradiol (E2) 的情況下避免細胞凋亡 
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(Chen et al., 2016)。 

BBP (100 μM)、DBP (10 μM) 及 DEHP (10 μM) 對於乳癌細胞 MCF-7 的增

生能力有顯著的提升，而 MDA-MB-231 則沒有此情形。此三種 phthalate 因為與

雌激素有相似的結構，因此在 MCF-7 細胞中，能抑制由 tamoxifen 所誘發的細胞

凋亡，並且推測此抑制作用與提升胞內 Bcl-2/ Bax 的比值有關 (Kim et al., 2004)。

BBP 及 DBP 於 1 μM 濃度下會誘發乳癌細胞 MDA-MB-231 (ERa-) 增生及移動，

以及腫瘤形成。進一步發現 phthalates 會刺激細胞表面的 aryl hydrocarbon receptor 

(AhR)，並誘發下游 cyclic AMP (cAMP)-PKA-CREB1 一連串的訊號傳遞 (Hsieh et 

al., 2012)。 

DEHP 代謝產物 MEHP 可能會透過活化 Hedgehog (Hh) 訊息傳導路徑中的

下游標的，驅使前列腺癌的發展進程 (Yong et al., 2016)。DBP 會藉由上調 c-myc 

及 cyclin D1 表現，以及下調 p21 來促進前列腺癌細胞 LNCaP 細胞增生。結合

動物實驗之結果也顯示，DBP 可能是藉由連結 TGF-與 ER 訊息傳導路徑，誘

導 LNCaP 癌細胞生長 (Lee et al., 2014)。 

DEHP 暴露可以提升 interleukin-6 (IL-6) 及 IL8 的表現，而 DEHP 可以刺

激非小型肺癌細胞之移動以及入侵能力，經實驗證明是透過 NF-κB 調節而提升 

IL-6 來進行調控 (Wang et al., 2017)。Curcumin 可以透過抑制 AhR/ERK/SK1/S1P3 

訊息傳導路徑，於肝臟腺癌細胞株 Huh7 達到抑制 DEHP 所誘導提升的細胞移動、

侵入及 cancer stem cell (CSC)-like 維持的能力 (Tsai et al., 2015)。Wilms’ tumor 為

一有關抑癌基因 WT1 失活的腎臟癌，研究發現 MEHP 可以透過 NF-κB 訊息傳

導路徑來刺激 Wilms’ tumor 發展進程 (Wang et al., 2017)。 

人類大腸癌細胞 LS174T 受到 DEHP 處理後，會提高抗癌藥物抗性基因 

MDR1 的表現，且有劑量效應 (Takeshita et al., 2006)。六種 phthalate 混合物 (DBP、

BBP、DEHP、DiNP、DNOP 及 DiDP) 當暴露濃度於 8.52x10-3 nM 及 8.52x10-4 

nM 時，分別會提升大腸直腸腺癌細胞 HT29 細胞增生 10.94% 及 60.87%，而移
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動能力在 8.52x10-4 nM 濃度上升約 38% (Yurdakok et al., 2015)。DEHP 及 MEHP 

會增加大腸癌細胞 HCT116 及 SW480 的細胞存活率，並發現會藉由 epithelial 

mesenchymal transition (EMT) 促進 HCT116 細胞移動的能力 (Chen et al., 2018)。

DEHP 會於小鼠體內加劇 DMH 所誘發的大腸癌化情況，提供了 DEHP 可能與

其他致癌因子有結合之效果 (Chen et al., 2017)。 

 

1.5 Di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) 之生物體代謝反應 

DEHP 經由呼吸、消化道及血液循環系統等路徑，進入到人體後會進行代謝反

應，首先會代謝成 Mono (2-ethylhexyl) phthalate (MEHP)，之後進一步透過不同的

氧化反應，生成相關的氧化代謝產物 (Albro et al., 1982; Schmid & Schlatter, 1985)。

In vitro 相關研究發現，人類小腸及肝臟皆會產生水解產物  MEHP，以及 

cytochrome P450 (CYP) 參與之 MEHP 氧化代謝產物，其中 MEHP、5-OH MEHP 

及 5-oxo MEHP 皆會在人類及老鼠肝臟進行葡萄醣醛酸化 (glucuronidation) (Choi 

et al., 2012)。人類小腸透過酯類調控之路徑代謝，預期清除之 DEHP 約為人類肝

臟的 2.4 倍，而由 CYP 參與之氧化及脫烷反應所預期清除之 MEHP，效率則是

人類肝臟大於小腸 (Choi et al., 2013)。以同位素標定，觀察口服 DEHP 之人體代

謝，發現 24 小時後約有 67% 的 DEHP 以代謝產物形式從尿液排出，如 5OH-

MEHP、5cx-MEHP、5oxo-MEHP、MEHP 及 2cx-MMHP (Koch et al., 2004; Koch 

et al., 2005; Koch et al., 2006)。其中 MEHP 半衰期最短，而 5-cx-MEPP 及 2cx-

MMHP 較長，作為測量 DEHP 在生物體內，隨時間代謝的主要指標；而 5oxo-

MEHP 及 5OH-MEHP 則更能反映出 DEHP 在生物體內的短期暴露水平 (Koch 

et al., 2004; Koch et al., 2005; Preuss et al., 2005)。 

 

1.6 大腸直腸癌之流行病學 
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大腸直腸癌自 2006 年首次超越肝癌，成為台灣癌症發生人數最多的癌症，且

截至 2017 年已第九度蟬聯十大癌症之首。大腸癌之發生人數自 1995 年起的 

4217 例，提升至 2015 年的 15579 例，且大腸癌之標準化死亡率呈現增加的趨

勢，由 1995 年每十萬人口的 13.3 人增至 2016 年的 14.6 人，且每年死亡人數

約超過 5000 人 (衛生福利部國民健康署 2015 癌症登記年報)。與經濟合作暨發

展組織 (簡稱 OECD) 34 國家於 2016 年比較之結果，發生率及死亡率分別位居

第 5 名及第 11 名，顯示大腸癌議題在台灣極為重要 (衛生福利部國民健康署-

健康久久網站)。  

大腸癌之危險因子眾多，主要有老化 (Morikawa et al., 2013; Marley and Nan, 

2016)、長期吸菸 (Chao et al., 2000)、飲酒過量 (Bardou et al., 2002)、炎性腸病 (Jess 

et al., 2012)、加工肉類 (Chan et al., 2011)、肥胖 (Moghaddam et al., 2007) 和罹患

第二型糖尿病 (Berster et al., 2008) 等 (註1)。較少患者則是源自家族遺傳病史 

(Jasperson et al., 2010)，如家族性大腸瘜肉進一步形成惡性腫瘤，以及遺傳非瘜肉

性大腸癌 (Lynch syndrome)，佔大腸癌不超過 5% (Burn et al., 2013; Jang et al., 2010)。 

註1: American Cancer Society- Colorectal Cancer Risk Factors 

https://www.cancer.org/cancer/colon-rectal-cancer/causes-risks-prevention/risk-

factors.html 

 

1.7 大腸直腸癌發展進程分期 

大腸癌患者之癌病程度，可依照癌症發展分期進行診斷，以及提出相應的治療

方案。對於大腸癌分期，普遍且實用性最高之分類系統，為美國癌症聯合委員會 

(American Joint Committee on Cancer- AJCC) 之 TNM 系統。其中 T 為腫瘤之大

小及程度，藉此了解其癌症之發生位置；N 為癌症是否已擴散至鄰近之淋巴結，

而 M 則能了解癌症是否已擴散至遠端組織或是器官，發生轉移之狀況。TNM 系

統之數字則是根據癌化程度，再細分為更細微的發展進程 (註2)。     

https://www.cancer.org/cancer/colon-rectal-cancer/causes-risks-prevention/risk-factors.html
https://www.cancer.org/cancer/colon-rectal-cancer/causes-risks-prevention/risk-factors.html
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根據 AJCC 之分期方式，國際癌症組織之「監控、流行病學及最終結果」計

畫之 2004 到 2010 年資料庫顯示，大腸癌及直腸癌確診之五年存活率，皆隨著

發展至後期，有顯著之下降之情況。如大腸癌及直腸癌分別在第一階段有 92% 及 

87%，而到了晚期的第五個階段只剩下僅有的 11% 及 12% 的存活率，顯示大腸

直腸癌病之早期治療極為重要 (註3)。 

註2: American Cancer Society- Cancer Staging 

https://www.cancer.org/treatment/understanding-your-diagnosis/staging.html 

註3: American Cancer Society- Survial Rates for Colorectal Cancer, by Stage 

https://www.cancer.org/cancer/colon-rectal-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-

rates.html 

 

1.8 大腸直腸癌致癌機制 

Aberrant crypt focus (ACF) 是大腸直腸癌形成初期之病理特徵 (Pretlow et al., 

1991; Roncucci et al., 1991)，其中細胞發生大規模的 adenomatous polyposis coli 

(APC) 基因突變或是缺失 (Powell et al., 1992; Ichii et al., 1992)，進一步活化 Wnt/ 

-catenin 訊號傳遞路徑，造成大腸癌的發生 (Sena et al., 2006)。APC 為大腸直腸

癌之抑癌基因，當 APC 功能缺失時會造成大腸瘜肉發生，提高罹患大腸直腸癌之

風險 (Aoki and Taketo, 2007)。目前已知之大腸直腸癌相關之訊息傳導路徑，包含

了 Wnt、PI3K-Akt-mTOR、K-ras/ -raf、Notch/ bHLH、TGF-、PKB 以及Hedgehog 

signaling pathway。 

當活化 Wnt/ -catenin 訊息傳導路徑，GSK3-b 對 -catenin 的磷酸化作用會

消失，而 -catenin 會與 T 細胞因子進行結合，造成細胞分裂且與癌症生成有關 

(Xue et al., 2012; Herbst and Kollings, 2007)。Axin2 (Axin inhibition protein2) 為 Wnt/ 

-catenin 訊息傳遞路徑中重要的調解者，參與調節細胞增生、移動、凋亡及其他

重要功能，研究也指出 Axin 的突變會導致大腸癌之發生 (Khan et al., 2011; Li et 

https://www.cancer.org/treatment/understanding-your-diagnosis/staging.html
https://www.cancer.org/cancer/colon-rectal-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html
https://www.cancer.org/cancer/colon-rectal-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html
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al., 2015)。此外，KRAS/BRAF/MEK 之訊息傳導路徑的活化會促進 Wnt/ -catenin 

的訊息傳遞，而促成腸腫瘤的生長和入侵。LRP6 磷酸化也常見於人類大腸直腸腫

瘤，而 ERK 1/2 亦會透過磷酸化 LRP6 來連結 KRAS/MAPK 及 Wnt/ -catenin 

訊息傳導路徑 (Lemieux et al., 2015)。 

活化之 Akt 訊息傳遞路徑已被證實存在於約 60-70% 的人類大腸癌當中，且 

PI3K/Akt 訊息傳導路徑之抑制劑已被推測為具有潛力的治療方案。約有 80% 之

人類大腸癌腫瘤具有 APC 之突變，且部分則是具有 -catenin 之突變，且已被證

實會影響下游之 PI3K/ Akt 訊息傳導路徑 (Pandurangan, 2013)。PI3K/Akt/mTOR 

訊息傳導路經中，如  p-mTOR、Akt1 等皆在大腸直腸癌細胞中有過量表現 

(Johnson et al., 2010)。 

EGFR 訊息傳導路徑普遍在大腸直腸癌都有顯著上調之表現  (Jean et al., 

2008)，而 RAS 及 RAF 為 EGFR 訊息傳導路徑下游之蛋白，且  KRAS 及 

BRAF 突變也普遍發生在大腸直腸腺癌細胞，對於 EGFR 抑制劑具有主要的抗衡

能力 (De Roock et al., 2008; Amado et al., 2008)。Notch 訊息傳導路徑參與決定細

胞命運的過程，包含維持前驅細胞及幹細胞之平衡，以及對於細胞增生、分化及細

胞凋亡都扮演重要的角色，Notch 訊息傳導機制也參與了大腸直腸癌的癌化過程 

(Qiao and Wong, 2009)。Notch1 在大腸癌，對於活化 Wnt 訊息傳導路徑扮演重要

角色，並且與協助 -catenin 進入細胞核內有關 (Ishiguro et al., 2017)。 

 

1.9 本論文之研究目的及重要性 

目前已知有關鄰苯二甲酸酯類 (phthalate) 暴露造成之危害，主要針對乳癌、

肝癌、攝護腺癌以及生殖毒性居多，對於大腸直腸癌之相關研究較缺乏。隨著大腸

直腸癌發生率的逐年攀升，以及高比例之外食人口，本研究旨在結合生物資訊巨量

分析及人類大腸細胞長期暴露模式，探究 phthalate 暴露對於大腸細胞生長之影響。

利用比對臨床大腸癌病人組織之基因資料庫，以及人類細胞暴露 phthalate 之基因
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資料庫，找出 phthalate 暴露與大腸癌癌化進程相關之關鍵基因 (hub gene) 以及

可能之調控途徑網絡 (gene network) (Figure 1)。且根據食藥署調查，顯示國人於生

活中暴露量最多之 phthalate 種類為 Di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP)，因此本研

究利用細胞暴露模式，驗證 DEHP 對於正常大腸細胞株 CCD841 及 人類非轉移

大腸癌細胞株 SW480 之癌化方面生長特性之影響，觀察細胞增生及移動能力，同

時驗證預測調控網絡之關鍵基因之變化 (Figure 1)，分別探究其誘發大腸細胞癌化

及促進癌化進程發展之可能。 
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2. 材料與方法 

2.1 細胞製備 

2.1.1 細胞株 

人類大腸癌細胞株  SW480 (ATCC®  CCL-228TM)、人類大腸上皮細胞株

CCD841 (ATCC®  CRL-1790TM)。 

 

2.1.2 藥品 

Bis (2-ethylhexyl) phthalate (PESTANALTM, analytical standard) 

-Product number: 36735 (SIGMA-ALDRICH® ) 

-Purity: 99.7% 

Lipopolysaccharides from Escherichia coli O26:B6 

Product number: L8274 (SIGMA-ALDRICH® ) 

 

2.1.3 細胞培養液 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco®  , 11965-092): 

含有 4.5 g/L D-glucose (high) 及 L-glutamine，不含 sodium pyruvate。 

Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) (CORNING®  , 10-009-CV): 

含有 1.5 g/L sodium bicarbonate、L-glutamine 及 sodium pyruvate. 

 

2.1.4 細胞培養 

培養人類大腸癌細胞株 SW480 於添加 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS)、

100 units/ml penicillin 和 100 μg/ml streptomycin (Gibco®  , 15140-122) 之 DMEM 

中，於 37°C、5% CO2 的細胞培養箱進行培養。 
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培養人類大腸上皮細胞株 CCD841 於添加 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS)、

100 units/ml penicillin 和 100 μg/ml streptomycin (Gibco®  , 15140-122) 之 EMEM 

中，於 37°C、5% CO2 的細胞培養箱進行培養。 

 

2.1.5 繼代培養 

SW480 cell line 

將培養液 DMEM 吸除，以 3 ml 滅菌的 Phosphate-buffered saline (PBS) 潤洗

細胞後吸除，接著加入 1.5 ml 0.05% Trypsin-EDTA，並置於 37°C 培養箱 5 分鐘，

之後加入 8.5 ml 含有 10% FBS 的 DMEM 培養液終止 Trypsin 作用。將細胞打

散後取出 1 ml 的細胞懸浮液，於含有 7 ml 10% FBS 培養液 DMEM 的 10 公

分培養皿中，置於 37°C、5% CO2 的細胞培養箱進行培養。 

CCD841 cell line 

將培養液 EMEM 吸除，以 3 ml 滅菌的 PBS 潤洗細胞後吸除，接著加入 1.5 

ml 0.05% Trypsin-EDTA，並置於 37°C 培養箱 5 分鐘，之後加入 4.5 ml 含有 

10% FBS 的 DMEM 培養液終止 Trypsin 作用。將細胞打散後移置 15 ml 離心

管，以轉速 200 rcf 離心 5 分鐘，將上清液吸除後以 2 ml 10% FBS 培養液 

EMEM 懸浮細胞，取出 1 ml 的細胞懸浮液，加到含有 7 ml 10% FBS 培養液 

DMEM 的 10 公分培養皿中，置於 37°C、5% CO2 的細胞培養箱進行培養。 

 

2.1.6 細胞冷凍保存與解凍細胞 

Freezing: 

將培養液吸除，以 3 ml 滅菌的 PBS 潤洗細胞後吸除，接著加入 1.5 ml 0.05% 

Trypsin-EDTA，並置於 37°C 培養箱 5 分鐘，之後加入 4.5 ml 含有 10% FBS 的 

DMEM 培養液終止 Trypsin 作用。將細胞打散後移置 15 ml 離心管，以轉速 200 
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rcf 離心 5 分鐘，將上清液吸除後以 1 ml 含有 5% Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 

及 10% FBS 之培養液懸浮細胞，將細胞移置細胞冷凍小管，並使用漸凍盒讓細胞

降至 -80°C，隔天再轉移至液態氮桶進行保存。 

Thawing: 

將細胞冷凍小管自液態氮桶取出，於 37°C 水浴槽快速解凍約 2 分鐘，待細

胞液溶解至液態，即將細胞液取出，轉移至含有細胞培養液之離心管，以轉速 200 

rcf 離心 5 分鐘。將上清液吸除後，以 8 ml 之含有 10% FBS 的細胞培養液懸浮

細胞，將細胞液轉移至 10 cm 培養皿中，於 37°C、5% CO2 的細胞培養箱進行培

養。 

 

2.1.7 細胞計數 

將細胞懸浮液以 pipet 進行吸放，使細胞能夠均勻分佈後，取出 20 μl 的細

胞懸浮液至 1.5 ml 的 eppendorf，以等體積 20 μl 的 trypan blue stain (Gioco, 

1525061)，與細胞懸浮液均勻混合，接著吸取 10 μl 混合好的液體加到 counting 

chamber (Marienfeid-Superior, 0610039094) 上。以計數器計算九宮格四個角落方格

內的細胞數量，並以下述之公式計算出細胞濃度: 

四個方格內細胞總數/4 Χ2 (trypan blue稀釋倍數) Χ 104 (一格的體積為1/104ml)  

= 細胞濃度 (顆/ml) 

 

2.2 資料庫蒐集及分析 

2.2.1 蒐集微陣列資料庫 

為了研究 phthalates 暴露對於人類大腸細胞可能影響之相關基因，本研究主

要從 ArrayExpress (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) 搜尋 2005 年 1 月 1 日

至 2017 年 8 月 29 日，以關鍵字 Homo sapiens 及各種種類 phthalates，挑選使
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用基因晶片平台 Affymetrix 的數據集，並剔除微陣列數據之 probe ID 無法正常

轉換之數據集，共計 4 筆與人類細胞及 phthalates 暴露相關之微陣列數據集，總

共有 32 筆樣本 (Table 1)，用以進行本研究微陣列之巨量分析 (Figure 2A)。 

為了研究人類大腸細胞癌化進程相關基因的影響，本研究從 ArrayExpress 搜

尋之微陣列數據集之資料，針對 2005 年 1 月 1 日至 2015 年 7 月 29 日，以

關鍵字 Homo sapiens、metastasis 及 colorectal cancer tissue 進行搜尋，剔除掉 29 

個缺乏臨床資訊之微陣列數據集，共有 6 筆微陣列數據集、 599 筆樣本 (Table 2) 

(劉梁明琦，2016)。599 筆樣本使用之基因微陣列晶片平台，包含了 Affymetrix 和 

Illumina，接著進行差異表現基因 (Differentially expressed gene- DEG) 探討及相關

網絡分析 (Figure 2B) (劉梁明琦，2016)。 

 

2.2.2 鄰苯二甲酸酯類暴露之微陣列資料庫之前處理 

由網站 ArrayExpress 下載與本研究相關之數據集之 txt 檔，以 excel 開啟檔

案並將每筆樣本進行分類，設定在 #CLASS 的欄位，分別為有 phthalates 暴露之

實驗組，以及無 phthalates 暴露之控制組。接著以分析平台 NetworkAnalyst 進行

資料的處理及統整，於 p-value 為 0.01 的條件下，進行 Quantile normalization，

並進行 DE analysis (Differentially expressed analysis)。 

 

2.2.3 差異表現基因之分析及基因模組之建立 

利用 NetworkAnalyst 進行差異表現基因 differentially expressed genes (DEG) 

及基因模組 (gene modules) 之分析。首先將先前預處理之基因微陣列數據集，設

定 Benjamini–Hochberg's False Discovery Rate (FDR) cut-off p-values 值為 0.01，選

擇 Fisher’s method (-2*∑Log(p)) 於 significance value 為 0.01 進行 p-values 之統

合，找出  phthalates 暴露對於人類細胞株之差異表現基因 (DEG)。接著使用 
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protein-protein interaction (PPI)，confidence score cutoff 為 950 (range from 400 to 

1000) 條件下，根據所找到之 DEGs 進行基因功能之分群，建立基因模組。根據

分群之基因模組，能夠減少訊息傳遞網絡之複雜性，並保留最具代表性之基因功能

和基因聯結程度。 

 

2.2.4 基因網絡之功能及網絡間之交互作用 

由 NetworkAnalyst 所建構之基因模組，進一步使用線上分析軟體 Cytoscape，

重新建構出相關之基因功能網絡 (ontological gene network)，以及建立基因交互作

用網絡 (gene network)。Cytoscape 為公開之生物資訊分析軟體，可安裝多種分析

軟體，具備不同資料處理能力，可以進行關係網絡以及基因傳導路徑之視覺化分析，

並藉由網絡之間的特性、基因功能進行整合，做出合適的基因網絡。 

本研究使用 Clue GO 及 CluePedia 兩種分析軟體進行分析，分別以 ClueGO 

建立差異表現基因之功能網絡，及使用 CluePedia 建立基因間交互關係之作用網

絡。將 NetworkAnalyst 所建立並擴增之 DEGs 相關之基因，匯入軟體之基因列表，

選用 ClueGO 中人類 GO 之生物資料庫進行功能檢索，透過 Benjamini-hochberg 

的方法篩選出具統計意義之顯著性基因功能，並透過調整 Kappa 值評估功能之間

的相似程度，Kappa 值越高則功能相似性越低，越能找出更多不同的功能群。最後

勾選合適之 Kappa score，整合並繪製出基因功能之網絡圖。 

 

2.2.5 基因本體 (Ontology) 分析 

Gene ontology 之分析使用線上平台 DAVID 進行。針對由 NetworkAnalyst 

所擷取出來的模組基因，進行基因功能上的分類。其中 gene ontology 分類主要有

三個類群，分別為分子功能 MF (molecular function)、生物性程序 BP (biological 

process) 及細胞組成 CC (cellular component)。利用所提供的基因列表，完成基因
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的功能性分析，以便強調擁有最高關聯性的 GO 類群內所涵括之基因。 

主要是將由 NetworkAnalyst 所建構之模組基因，分別是 phthalates 暴露、大

腸直腸癌原位以及大腸直腸癌轉移部份，將欲探討之基因模組擷取出來後，分別將

基因列表上傳至 DAVID 進行基因功能性註解分析。本研究利用 EASE score 

(modified Fisher Exact p-value) 為 0.05 作為篩選依據，能夠挑選出最具有顯著差

異之基因功能群 (Table 3-5)。 

 

2.3 細胞模式實驗 

2.3.1 細胞增生分析 

將非轉移大腸癌細胞株 SW480 及正常大腸細胞株 CCD841，以 100 μl 之細

胞液分別細胞數為 3000 顆及 6000 顆至 96 孔盤，且 24 小時後以 DMSO 

control 以及含有 DEHP 濃度為 102、104 及 106 nM 的培養液，使細胞暴露於含

有 DEHP 的培養液，於 37°C、5% CO2 細胞培養箱進行培養。於開始暴露 DEHP 

後的每 24 小時，以最後濃度為 2% 之 WST-1，反應一小時後以 ELISA reader 

測量 450 nM 及 650 nM 吸光值，收取三個時間點 24、48 及 72 小時，以 450 

nM 減掉 650 nM 之吸光值進行作圖。每次試驗皆同時以細胞數 2500、5000、7500、

10000 及 12500 顆，於 4 小時後以最後 WST-1 濃度為 2%，反應一小時後以 

ELISA reader 測量 450 nM 及 650 nM 吸光值，做為細胞檢量線。 

 

2.3.2 細胞移動分析 

將非轉移大腸癌細胞株 SW480 及正常大腸癌細胞株 CCD841，於 24 小時

貼附 6-well plate 後，以 DEHP 濃度 102、104、106 nM 及 DMSO control，進行 

48 小時細胞暴露。將 SW480 及 CCD841 細胞株懸浮，分別配製含有 106 顆/ 1 

ml 及 4x105 顆/ 1 ml 於不含 FBS 的 medium。細胞液配製完成後，先在 lower 
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chamber 加入含有 10% FBS 培養液 800 μl，之後將 8 m transwell (BD Falcon Cell 

Culture Inserts) 放入，接著於 upper chamber 加入已配製好之細胞液 250 μl，且使

最後 DEHP 濃度為 102、104、106  nM 持續進行暴露，於 37°C、5% CO2 細胞培

養箱，進行 24 小時培養。    

24 小時後將 upper chamber 及 24 孔盤內之細胞液吸除，且加入 700 μl 以 

20% methanol 配製好的 0.5% crystal violet 於盤底，接著將 insert 放入使細胞能

夠進行染色及固定。染色 30 分鐘後將染劑吸除並以二次水清洗多餘的染劑，接著

以棉花棒清除 upper chamber 內的細胞，於風乾之後以相機拍下 transwell 內的三

個視野，進行細胞計數並將所得之數值平均後作圖。 

 

2.3.3 RNA 萃取 

將非轉移大腸癌細胞株 SW480 及正常大腸癌細胞株 CCD841，於 24 小時

貼附 6-well plate 後，以 DEHP 濃度 102、104、106 nM 及 DMSO control，進行 

72 小時細胞暴露，並每 24 小時更換新的培養液進行重複暴露。使用 Macherey-

nagel 的 RNA isolation kit，依照 NucleoSpin RNA protocol 進行實驗。將暴露 72 

小時的細胞以含有  1% -ME 的  350 μl RA1 破細胞，然後將細胞液移至 

NucleoSpin Filter，以 11000 g 離心 1 分鐘後，將 collection tube 內之液體加入 

350 μl 70% ethanol 混合均勻。接著將混合後之液體移至 NucleoSpin RNA Column 

以 11000 g 離心 30 秒，並更換 collection tube。將 350 μl Membrane desalting buffer 

(MDB) 加入並以  11000 g 離心  1 分鐘，之後加入已配製好的  95μl rDNase 

reaction mixture (90 μl reaction buffer for rDNase + 10 μl rDNase) 於室溫下靜置 15 

分鐘。之後依序加入 200 μl RAW2、600 μl RAW3 及 250 μl RAW3，加入後以 11000 

g 離心 30 秒、30 秒及 1 分鐘。最後將 NucleoSpin RNA Column 移至 nuclease-

free collection tube，以 60 μl RNase-free H2O 回溶並以 11000 g 離心 1 分鐘。 
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2.3.4 反轉錄製備 cDNA (complementary DNA) 

將利用 RNA isolation kit 所分離之 RNA，以 BIO-RAD 之 iScript cDNA 

Synthesis Kit 進行反轉錄聚合酶連鎖反應 (RT-PCR)。取1000 ng 的 RNA、4 μl 5x 

iScript Reaction Mix 及 1 μl iScript Reverse Transcriptase 至 PCR eppendorf，剩

下體積以 RNase-free H2O 補至總體積 20 μl，以 Biometra 的 T-Personal thermal 

cycler 進行 cDNA 合成。上蓋預熱至 95°C，25°C 反應 5 分鐘、42°C 反應 30 

分鐘、85°C 反應 5 分鐘及最後降溫至 14°C 終止反應。 

 

2.3.5 定量聚合酶連鎖反應  (quantitative polymerase chain 

reaction, qPCR) 

以 BIO-RAD 之 CFX ConnectTM 進行 qPCR 定量，將製備好的 cDNA 取 

0.5 μl、與 9.1 μl 無菌二次水、各 0.2 μl 20 uM 之正反股引子 (Table 6)，以及 10 

μl 2X iQTMSYBR® Green Supermix (BIO-RAD) 混合。cDNA以 two-step qPCR 進行

放大，第一步 95°C 反應 5 分鐘；第二步 95°C 反應 10 秒；第三步 55°C 反應 

30 秒；第四步 95°C 反應 10 秒；第五步 65°C 反應 5 秒及 95°C 反應 50 秒。

而第二步到第三步進行 40 個循環反應。 
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3. 研究結果 

本研究主要在探討鄰苯二甲酸酯類 (phthalates)，對於大腸細胞生長特性之影

響，以及是否具有誘發腫瘤發生以及加速癌化進程之可能，並分析其影響之潛在訊

息傳導路徑。本研究分為微陣列數據之收集、整合 phthalate 暴露與大腸癌發展進

程相關之差異表現基因、找出關聯性較高的基因模組、重建模組基因並預測與大腸

癌癌化相關之訊息傳導路徑。最後透過正常大腸細胞株 CCD841 以及大腸癌細胞

株 SW480 進行實驗驗證，確認預測傳導路徑內目標基因之表現，以及對於癌細胞

特性表現之影響。 

首先蒐集 phthalate 暴露及大腸直腸癌癌化進程之微陣列數據，分別為 32 筆 

(Figure 2A) 及 599 筆樣本 (Figure 2B)。將原始資料利用 Excel 進行預處理，接

著使用線上分析平台 NetworkAnalyst 進行 Normalization，找到三組之差異表現

基因，分別為 phthalate 暴露對上控制組、大腸正常細胞對上大腸原位癌細胞、大

腸原位癌細胞對上大腸轉移癌細胞。接著將找到之差異表現基因，根據基因功能特

性進行基因模組之分群，最後選定關聯性較大之基因模組，並使用分析軟體 

Cytoscape 進行模組基因之重新視覺化及建構基因網絡。利用 Cytoscape 內建之軟

件 CluePedia 進行整合，找出各差異表現基因網絡之重疊部分，進而預測與 

phthalate 暴露、大腸癌發展進程相關之訊息傳導路徑，並藉由細胞株 SW480 及 

CCD841 進行細胞實驗，驗證預測路徑上的目標基因，以及檢測癌細胞發展進程之

特性表現 (Figure 1)。 

 

3.1 鄰苯二甲酸酯類暴露和大腸直腸癌進程之模組基因之基因本

體分析 (Ontological analysis) 

由 ArrayExpress 之搜尋結果，鄰苯二甲酸酯類 (phthalates) 暴露與大腸癌進

程相關之微陣列數據，分別為 4 筆 (32 個樣本) (Table 1)及 5 筆 (599 個樣本) 
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(Table 2)。將 NetworkAnalyst 所篩選之差異表現基因 (Differentially expressed gene; 

DEG) 建立基因模組，挑選關聯性較高之基因模組，利用 Cytoscape 之 ClueGO 

重新進行視覺化，分別繪製出 phthalate 暴露之 DEG 基因網絡、大腸癌原位對上

正常組織之 DEG 基因網絡，以及大腸癌原位對上大腸癌轉移癌之 DEG 基因網

絡 (Figures 3A-3C)。根據分析其基因模組功能之顯示，phthalate 暴露影響之主要

基因功能群為﹕血管上皮生長因子活化之血小板衍生生長因子受體訊息傳導路徑、

細胞膜長鏈胺基酸運送之調節、背部神經節發育、藉由正向調節 RNA 聚合酶 II 

啟動子之脂質調控、細胞分裂週期之 G1/S 過渡期之負向轉錄調節、CRD (coding 

region instability determinant) 調節之 mRNA 穩定、參與心臟之血管新生素活化之

訊號傳遞路徑及應對錳誘發之內質網壓力之反應 (Figure 3A)。影響原位大腸癌之

發展進程的基因群，其功能與細胞分化、糖解作用調節、氧化壓力所誘發之細胞死

亡以及氧化磷酸化的調節有關 (Figure 3B) (劉梁明琦，2016)。影響大腸癌轉移之

發展進程主要基因群，其功能則是與轉化生長因子刺激之細胞反應調節、上皮細胞

與間葉組織之轉變、腸內分泌細胞之分化，以及參與在生長荷爾蒙所參與的 JAK-

STAT cascade 訊息傳導路徑 (Figure 3C) (劉梁明琦，2016)。 

 

3.2 鄰苯二甲酸酯類暴露和大腸直腸癌進程之模組基因之基因調

節網絡 

將進行基因功能分析之模組基因，利用 Cytoscape 內建之軟件 CluePedia 進

行基因調節網絡之分析。首先個別將 phthalate 暴露、大腸癌原位以及大腸癌轉移

之差異表現基因，依照個別建立之模組基因繪製出基因網絡 (Figures 4A-4C)，接

著將三個 DEG 基因網絡合併，找出三個基因網絡之交集及聯集。最後整合之基因

網絡，為與鄰苯二甲酸酯類暴露有關，且可能誘發大腸直腸癌發展進程相關之潛在

訊息傳導路徑 (Figure 4D)。 
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3.3 鄰苯二甲酸酯類暴露可能誘發大腸癌腫瘤發生及加速癌化進

程相關之潛在調節路徑 

將 phthalate 暴露、大腸癌原位以及大腸癌轉移之整合性基因網絡建構之後，

擷取整合性基因網絡內的基因，利用 Cytoscape 內建之 CluePedia，進行基因間活

化及抑制關係分析，可以找出有關 phthalates 暴露後，可能誘發大腸直腸癌進程發

展之關鍵基因及其調控路徑  (Figure 5)。潛在調控路徑之  27 個基因包含了 

VEGFA (vascular endothelial growth factor A)、PDGFRB (platelet derived growth factor 

receptor beta)、FOXM1 (forkhead box M1)、SRC (SRC proto-oncogene)、AKT1 (AKT 

serine/threonine kinase 1)、HSP90AA1 (heat shock protein 90 alpha family class A 

member 1)、BIRC5 (baculoviral IAP repeat containing 5)、HIF1A (hypoxia inducible 

factor 1 subunit alpha)、FYN (FYN proto-oncogene)、HSF1 (heat shock transcription 

factor1)、FOXO1 (forkhead box O1)、HSP90AB1 (heat shock protein 90 alpha family 

class B member 1)、EGFR (epidermal growth factor receptor)、PPARA (peroxisome 

proliferator activated receptor alpha)、AKT2 (AKT serine/threonine kinase 2)、FOXO3 

(forkhead box O3)、STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3)、MYC 

(MYC proto-oncogene)、CCNB1(cyclin B1)、MAPK1 (mitogen-activated protein kinase 

1)、BCL2L11 (BCL2 like 11)、CDK2 (cyclin dependent kinase 2)、CDK4 (cyclin 

dependent kinase 4)、CDC6 (cyclin dependent kinase 6)、IGF1R (insulin like growth 

factor 1 receptor)、CDKN1B (cyclin dependent kinase inhibitor 1B) 及  CDKN1A 

(cyclin dependent kinase inhibitor 1A)。 

由所預測之潛在調控路徑可以看到，當細胞受到 phthalates 暴露，可能會影響

上游之基因，如 VEGFA、PDGFRB、SRC 及 AKT1 等，進而促使細胞趨向有關

大腸癌前期之差異表現基因的路徑，如 FOXO1、HSP90AB1、EGFR 及 PPARA 

等，最後走向大腸癌後期轉移癌部分之差異表現基因所調控之路徑，如 FOXO3、
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CCNB1、STAT3、MYC、CDKN1A、CDKN1B 及 IGF1R 等 (Figure 5)。VEGFA 為

血管內皮生長因子，在許多癌症當中皆有上調表現之情況，表現量也與癌症發展進

程有關，參與了誘導血管新生、細胞增生及移動之能力。AKT1 為 serine 與 

threonine 之激酶，會受到 PDGF 之活化，也具有使參與細胞凋亡物質失活之能力。

根據微陣列資料庫最初所找到之差異表現基因，包含了 VEGFA 以及 CCNB1，因

此本研究選定 VEGFA 及相鄰調控之 PDGFRB 作為預測調控路徑上，前期可能

會誘發腫瘤發生之關鍵性基因，作為 phthalate 暴露下可能會誘發之大腸癌癌化之

訊息傳導路徑。 

 

3.4 鄰苯二甲酸酯類暴露及大腸癌化進程之差異表現基因之 GO 

terms 

    由  DAVID 之資料分析，根據  p-value 選取排名前  20 之  BP (biological 

process)。Phthalate 暴露之 DEG 基因網絡為 181 個基因 (Table 3)，生物性進程

之功能包含 positive regulation of transcription、protein phosphorylation、negative 

regulation of apoptotic process 、 negative regulation of transcription from RNA 

polymerase II promoter、regulation of cell proliferation 及 signal transduction 等。大

腸癌原位之 DEG 基因網絡為 366 個基因 (Table 4)，分析之生物性功能結果包含 

phosphorus metabolic process (25.1%)、positive regulation of biosynthetic process 

(18.9%)、positive regulation of macromolecule (18.0%)、regulation of cell proliferation 

(18.6%)、positive regulation of nitrogen compound metabolic process (16.4%)、regulation 

of transcription (36.7%)、regulation of RNA metabolic process (29.0%)、regulation of 

apoptosis (17.8%) 及 intracellular signaling cascade (23.0%) 等等。而大腸癌轉移部

份之 DEG 基因網絡為 145 個基因 (Table 5)，生物性進程功能之分析結果為包含 

phosphate metabolic process (29.0%) 、 regulation of cell proliferation (26.2%) 、

intracellular signaling cascade (31.7%)、positive regulation of cellular biosynthetic 



doi:10.6342/NTU201801933

21 

 

process (23.4)、positive regulation of macromolecule biosynthetic process (22.8%)、

positive regulation of nitrogen compound metabolic process (22.0%)、positive regulation 

of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process (21.4%)、

positive regulation of transcription (20.0%)、regulation of apoptosis (22.1%) 及 protein 

kinase cascade (15.2%) 等。 

 

3.5 DEHP 暴露影響預測之目標基因表現量變化 

為了瞭解鄰苯二甲酸酯類是否會影響在 3.3 節預測的訊息傳導路徑，本研究

利用人類正常大腸細胞株 CCD841 及人類大腸癌非轉移細胞株 SW480 進行基

因表現檢測，以臺灣國人較常接觸到的 Di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) 進行不

同濃度 (102、104、106 nM) 的處理，針對預測路徑之上下游基因，進行 real-time 

PCR (qPCR) 檢測其基因表現量之變化。 

CCD841 細胞株源自於懷胎 21 週女嬰的大腸上皮細胞，其細胞型態與正常

組織內上皮細胞相似，因此作為本研究探討 DEHP 是否具有誘發大腸細胞發生癌

化之細胞株。而 SW480 來自 50 歲成年男子之大腸上皮組織，其為大腸腺癌之原

位癌細胞，具有 epidermal growth factor (EGF) 之表現，由於 SW480 細胞株尚未

具有轉移之特性，因此可作為本研究探討 DEHP 是否會促進大腸癌癌化進程之發

生。 

在正常大腸細胞株 CCD841 之實驗結果，其下游目標基因 CDKN1A (p21) 以

及 CDKN1B (p27)，隨著 DEHP 濃度的上升皆有逐漸提高表現量之趨勢，而在 104 

及 106 nM 組別中，皆有顯著之差異表現 (Figure 6A)。而大腸癌細胞株 SW480 之 

qPCR 之結果，其 p21 及 p27 與控制組並沒有顯著之差異 (Figure 6B)。p21 及 

p27 皆為 cyclin-dependent kinase inhibitor，主要擔任調控細胞週期 G1 phase (Sherr 

and Roberts, 1999)。 
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接著我們針對預測路徑上游之目標基因進行探討，在 CCD841 細胞株中，血

管上皮生長因子 VEGFA 以及血小板衍生生長因子受體 PDGFRB，皆隨著 DEHP 

濃度上升，有表現量提高的情形，且分別在 104 nM、106 nM 處理下有顯著差異 (p 

< 0.1) (Figure 6A)。VEGFA 在許多腫瘤中，都有受到顯著正向調控的情況，主要

參與誘導細胞增生、移動及血管新生等功能  (Verheul and Pinedo, 2000)；而 

PDGFRB 則是對心血管系統之正常發育有重要功能 (Hellstrorm et al., 1999)。而在

其他相關之目標基因，如 FOXM1、SRC、AKT1、EGFR 以及 IGF1R，在有 DEHP 

暴露的組別中皆有提高表現量之情形 (Figure 6A)。FOXM1 在細胞增生方面擔任

活化者 (activator) 的角色，於 M phase 被磷酸化後調控細胞週期之基因表現 

(Wierstra and Alves, 2007)；AKT1 則是會受到 PDGF 之活化 (Romashkova and 

Makarov, 1999)，且會抑制細胞凋亡相關之因子 (Kennedy et al., 1997)；表皮生長因

子 EGFR 則是會造成細胞增生 (Rubin Grandis et al., 1997)；IGF1R 則是作為抗細

胞凋亡之調節者，進而提高細胞之存活，在較惡性之組織有高度過量表現 (Peruzzi 

et al., 1999; Larsson et al., 2005)。 

另一方面，在癌細胞株 SW480 中，VEGA、PDGFRB、SRC、AKT1、FOXO1 

以及 IGF1R 之基因表現量，在 DEH P 處理後皆有上升趨勢，且 BIRC5 及 HSF1 

皆有表現量提高之情形 (Figure 6B)。BIRC5 為細胞凋亡之抑制角色，在胎兒發展

過程及大多數腫瘤都有高度表現之情形 (Chiou et al., 2003)；HSF1 則是會受到磷

酸化而抑制，進而與 heat shock protein 90 結合 (Ali et al., 1998)。 

 

3.6 DEHP 毒性測試及對於人類大腸細胞增生之影響 

為瞭解 DEHP 是否會影響大腸細胞生長特性的改變，本研究對 CCD841 及 

SW480，進行不同濃度 DEHP (102、104、106 nM ) 之暴露。 

根據橫軸為 DEHP 暴露濃度之結果 (Figures 7A, 7B) 可以得知，正常大腸細

胞株 CCD841，在不同 DEHP 濃度暴露下，細胞存活率約為 50%~110%。非轉移
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大腸癌細胞株  SW480，其細胞暴露之結果，其三天暴露之細胞存活率約為 

70%~120%。兩種大腸細胞株隨著 DEHP 暴露濃度的提高，存活率都有逐漸下降

的趨勢。 

根據橫軸為暴露天數之結果 (Figures 7C, 7D)，以暴露 DEHP 低、中、高三個

濃度之組別作圖 (102、104、106 nM)。由 T-test 之統計結果可以看到，CCD841 細

胞株在高濃度組別 (106 nM) 的第二天及第三天，與控制組相比明顯下降 (p < 0.1)。

SW480 細胞株在 DEHP 暴露第三天，高濃度 (106 nM) 的組別與控制相比，其增

生能力顯著下降 (p < 0.05)；然而在低濃度 (102 nM) 的處理，卻有提高細胞增生

之現象。 

由細胞株 SW480 及細胞株 CCD841 細胞增生之結果，可以得知 DEHP 對

於細胞之毒性並不強，在高濃度暴露下皆有顯著抑制細胞增生能力之影響。 

 

3.7 DEHP 暴露對於人類大腸細胞移動之影響 

為了瞭解  DEHP 是否影響大腸細胞之移動能力，使用大腸正常細胞株 

CCD841 及大腸癌細胞株 SW480，在不同 DEHP 濃度 (102、104、106 nM) 處理

下，進行細胞移動試驗。實驗結果顯示，CCD841 細胞細胞移動能力會隨著 DEHP 

暴露濃度上升而增加，於 106 nM DEHP 處理時有顯著之提升 (p < 0.05) (Figures 

8A, 9A)。而 SW480 細胞的移動能力隨著 DEHP 暴露濃度越高有下降之趨勢，於 

104 nM (p < 0.05) 及 106 nM (p < 0.1) 之組別有顯著差異 (Figures 8B, 9B)。 

 

3.8 Lipopolysaccharide (LPS) 與 DEHP 共同暴露對於細胞移動、

預測之目標基因及發炎相關因子之影響 

發炎反應對於癌症發展進程，具有重要的影響，在許多研究中發現發炎會刺激

癌細胞生長，甚至吸引其他癌細胞聚集，進而分泌造成更多發炎因子導致惡性循環，
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相關發炎因子也會促進癌細胞的移動及轉移 (Coussens and Werb, 2002)。因此本研

究想要進一步探討，DEHP 與促進發炎因子如 Lipopolysaccharide (LPS)，針對大腸

細胞同時進行暴露，探討在 LPS 造成發炎的情況下，DEHP 是否會對大腸細胞造

成更顯著之影響。LPS 為格蘭氏陰性菌外套膜上的脂多醣，其中的 lipid A 作為主

要與細胞表面受體交互作用的角色，會與細胞膜上具有的  CD14/TLR4/MD2 

receptor 的細胞結合，促使細胞分泌相關的發炎因子造成發炎反應，如 TNF-及 

IL 1-(Dinarello, 1991; Raetz and Whitfield, 2002) 等。 

將人類正常大腸細胞 CCD841，暴露於高濃度之 DEHP (106 nM) 及 LPS (1 

μg/mL)，觀察細胞移動能力及預測之上游目標基因 VEGFA 的表現量變化。兩次

實驗結果發現，在 LPS 共同暴露下 DEHP 對於 CCD841 之細胞移動無顯著之影

響 (Figure 10A)。另一方面，qPCR 之結果顯示上游預測之目標基因 VEGFA 的表

現量，在同時有 LPS 暴露之組別，有再更進一步上升的趨勢 (Figure 10B)。本研

究針對 LPS 所誘發之發炎因子 IL 1-之基因表現進行檢測，結果顯示LPS 及 

DEHP 各別處理之組別與共同暴露之組別，對於 IL 1-的表現皆有提升之情況，

但沒有顯著差異 (Figure 10B)。另一方面，檢測大腸癌細胞SW480 暴露 DEHP，

是否影響發炎因子 IL 1-表現量。結果顯示低濃度 DEHP (102 nM) 處理有提高 

IL 1-表現的趨勢，在中高濃度暴露 (104、106 nM) 之組別則沒有顯著之影響 

(Figure 10C)。 
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4. 討論 

4.1 DEHP 暴露對於分析微陣列資料庫之差異表現基因於大腸細

胞 CCD841 及大腸癌細胞 SW480 之影響 

本研究針對 phthalate 暴露以及大腸直腸癌發展進程，利用線上平台軟體進行

潛在之訊息傳導路徑預測分析，依序利用 NetworkAnalyst 及 Cytoscape，找出差

異表現基因並繪製可能之訊息傳導路徑。 

分析結果可以觀察到，血管內皮生長因子 (VEGFA) 所誘發之相關訊息傳導路

徑為預測潛在之上游基因 (Figure 5)。VEGFA 與誘發血管新生有關，而血管新生

在癌症發展進程中扮演重要的角色，以利於提供癌細胞生長及轉移足夠的氧氣及

養分 (Nishida et al. 2006)。qPCR 實驗結果也可以看到，VEGFA 之基因表現量在

大腸細胞株 CCD841 及大腸癌細胞 SW480，於 DEHP 暴露之組別皆有表現量較

高的情形  (Figures 6A, 6B)。在先前研究當中，dibutyl phthalate (DBP) 暴露 

(2.56x105 nM) 對於 mural granulosa 細胞，亦有顯著提升 VEGFA 表現之情形 

(Adir et al. 2017)。在相關之動物實驗中也發現，DEHP 暴露會加劇由  1,2-

dimethylhydrazine (DMH) 所誘發之結腸腫瘤，同時 VEGF 之表現量更加提升 

(Chen et al., 2017)。 

VEGFA 會參與細胞移動，許多研究中顯示抑制 VEGFA 之表現會使能細胞

移動能力下降 (Zhang et al., 2015; Niu et al., 2016)。在本研究中，大腸細胞株 

CCD841 隨著 DEHP 暴露濃度之上升，其細胞移動之能力有提升之情形，且在高

濃度組別 (106 nM) 中有顯著差異 (Figure 8A, Figure 9A)，推測其移動能力提升可

能是受到 DEHP 所誘導的 VEGFA 表現所調控。然而考量到 VEGFA 之 qPCR 

的 cycle number 超過 30，顯示其表現量很低，加上 CCD841 高濃度 DEHP 之暴

露組別中，細胞移動能力約只有提升 1.25 倍左右，並不顯著 (Figure 9A)，且尚未

確認是否有其蛋白質釋放分泌至胞外，因此暫未利用 siRNA 針對 VEGFA 進行
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反驗證。未來可以先利用 ELISA kit 進行初步檢測培養基中是否有 VEGFA，之後

進一步利用血管內皮細胞進行 in vitro angiogenesis assay，探討其促進血管新生之

情況。 

PI3K/AKT/mTOR 訊息傳導路徑對於細胞週期之調控扮演重要角色。在本研

究中，針對預測途徑上之目標基因 AKT1 之 qPCR 結果，在 CCD841 及 SW480 

兩株細胞，皆在 DEHP 暴露之組別有表現量上升之情形，尤以中濃度暴露 (104 nM) 

最為顯著 (Figures 6A, 6B)。在相關的先前研究中，也發現了 DEHP 暴露會促進人

類肝臟上皮細胞 Hep3B 的細胞增生，除了會加速細胞週期，同時透過 PI3K 抑制

劑發現，此增生之現象為 PI3K-AKT-mTOR 訊息傳導路徑所調節 (Chen et al., 

2013)。相似之作用在人類乳癌細胞株 MCF-7 中也有觀察，作者發現由低濃度之 

BBP、DBP (10-104 nM) 及 DEHP (10-103 nM) 暴露，除了具有雌激素之活性，所

誘發的細胞增生之現象，亦是由 PI3K-AKT 之訊息傳導路徑所調節 (Chen and 

Chien, 2014; Chen et al., 2016)。許多已知相關研究指出 AKT 具有磷酸化之能力，

抑制 CDKN1A (p21) 及 CDKN1B (p27)，而促進細胞增生及移動能力 (Cai et al., 

2010; Zhang et al., 2014)，然而在本研究中儘管大腸細胞受到 DEHP 暴露後，AKT1 

之表現有上升之情形，但 p21 及 p27 之表現卻未受到 AKT1 抑制，反而呈現上

升的趨勢 (Figures 6A, 6B)，可以推測在大腸細胞中，受到 DEHP 暴露之 AKT1 

角色，可能不具有調控細胞週期抑制角色 p21 及 p27 之能力。 

 

4.2 DEHP 暴露對於大腸細胞 CCD841 及大腸癌細胞 SW480 

細胞增生能力之影響 

由線上分析之結果可以得知，受到 phthalate 影響而有差異表現之基因，其功

能主要與細胞週期 G1/S 過渡之調控及血管上皮生長因子所調控之訊息傳導路徑

等有關 (Figure 3A)。細胞增生實驗之結果顯示 DEHP 對於大腸細胞無顯著毒性，
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而在高濃度組別中  (106 nM) 皆有抑制細胞增生之影響，但在大腸癌細胞株 

SW480 低濃度之組別 (102 nM)，卻有提高細胞增生之效果 (Figures 7C, 7D)。先

前已有研究顯示，缺乏 p53 之人類肝臟細胞株 Hep3B 在經過 24 小時 DEHP 

暴露後，在 1.25x105 nM 及 2.5x105 nM 組別中，有顯著增加細胞存活的情況 

(Chen et al., 2013)。在另一篇研究中也有提到 DEHP 104 nM 的處理，會增加人類

乳癌細胞 MCF-7 的細胞增生能力，且有劑量效應 (Blom et al., 1998)。部分先前

針對人類細胞暴露 DEHP 之細胞增生研究中，也有抑制及下調細胞增生的情形，

例如: 膠質母細胞瘤細胞 LN-229 在 DEHP 濃度 6x106 nM 之暴露下，其細胞生

長被抑制約 47% (Sims et al., 2014)；前列腺癌細胞株 LNCap 的細胞增生能力會

受到 DEHP 抑制 (Hruba et al., 2014)。 

針對 DEHP 對大腸細胞增生能力之影響，根據本研究與先前相關研究之實驗

結果，可以推估 DEHP 本身毒性不高，且針對不同細胞進行暴露時，由於細胞本

身特性之差異，比如對於 DEHP 之各濃度暴露可能有不同耐受性，因而反應在細

胞增生之結果，而有提升或是抑制的狀況。在大腸癌細胞株 SW480 中 qPCR 實

驗結果顯示，可以抑制 CDK 使得細胞週期停滯的 p21 及 p27，其表現量在高濃

度組別 (106 nM) 中皆為下降之趨勢 (Figure 6B)，其結果與細胞增生之實驗結果

相左 (Figure 7D)，因此推測影響其細胞生長之關鍵基因應該不是 p21 及 p27 ；

然而在正常大腸細胞株 CCD841 之 qPCR 結果中 (Figure 6A)，其 p21 及 p27 

之表現隨著 DEHP 濃度增加皆有提升之趨勢，且在 p21 的中高濃度 (104、106 nM) 

組別有顯著之差異，其與細胞增生之高濃度組別 (106 nM) 有相反之結果 (Figure 

7C)，推測正常大腸細胞株 CCD841 之細胞增生，於 DEHP 暴露下可能是透過提

升 p21 之表現而達到抑制增生之效果。 
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4.3 DEHP 暴露對於大腸細胞 CCD841 及大腸癌細胞 SW480 細

胞移動能力之影響 

在 DEHP 對大腸細胞移動能力的影響方面，我們發現 CCD841 細胞株會隨

著 DEHP 暴露濃度的上升，細胞移動能力有顯著提升之情形 (Figures 8A, 9A)；但

是 SW480 細胞株則隨著 DEHP 濃度上升，細胞移動能力顯著下降 (Figures 8B, 

9B)。在其他先前研究中發現，人類造血幹細胞及其前驅細胞，在低濃度 DEHP  

(約 2.56x104 nM) 處理 24 小時後，細胞移動之能力降低約 70% (Manz et al., 2015)；

而在另一篇研究中發現，人類早幼骨髓性白血病細胞 HL-60 在較低濃度 DEHP 

之處理後 (約 2.5x105 nM)，有較顯著抑制細胞移動能力之情況 (約 37%)，而隨著

時間增加其抑制情況有減緩的情形 (Manz et al., 2014)。 

CDKN1A (p21) 為一個重要的 cyclin-dependent kinase 的抑制劑，調節細胞週

期 G1 phase 的進程，而在許多研究中，p21 所活化的 kinase 皆會造成細胞移動

或是侵入能力提升之現象。有大腸癌細胞研究顯示，由紅松所萃取出之重要油脂會

藉由抑制 p21 所活化之 kinase 1，而達到抑制細胞增生及移動的情形 (Sun-Mi et 

al., 2014)。也有研究指出由 p21 所活化之  kinase 1 會藉由 ERK 及  AKT-

dependent 訊息傳導路徑，刺激大腸癌細胞增生、移動或是侵入 (Huynh et al., 2010)。

而由我們 qPCR 之實驗結果可以看到，在 SW480 高濃度 DEHP 處理之組別，

其 p21 及 p27 的表現量皆有較低的情形 (Figure 6B)，而細胞移動之結果也有明

顯降低 (Figures 8B, 9B)，因此可以推估 SW480 細胞株移動能力之下降，可能與 

p21 調節有關，進而降低細胞移動之能力。 

 

4.4 DEHP 暴露對於大腸細胞 CCD841 及大腸癌細胞 SW480 

是否有誘導癌化之可能 
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Phthalate 除了被視為內分泌干擾物質，亦對於細胞的腫瘤生成或癌化進程，

有潛在的影響。目前已發表的研究中，在肝癌、乳癌及前列腺癌發現，部分 phthalate 

具有誘發腫瘤生成，亦或是提升癌細胞增生、移動及侵入的能力，如在人類前列腺

癌細胞株 LNCaP 中，DEHP 之代謝產物 MEHP 會透過 hedgehog 訊息傳導路徑，

加速前列腺癌之發展進程 (Yong et al., 2016)；DEHP 會誘導肝癌之發生，但不是

透過 peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARA) 所調節之訊息傳導路

徑 (Ito et al., 2007)；低濃度之 phthalate 亦會誘發人類乳癌細胞之細胞增生 (Chen 

and Chien, 2014)。 

本研究旨在探討 phthalate 是否對於大腸細胞有誘發腫瘤生成或加速癌化進

程之能力，因此分別針對正常大腸細胞 CCD841 及大腸癌細胞 SW480 進行相關

之實驗。在細胞增生之實驗，DEHP 之暴露對於正常細胞株 CCD841 在高濃度 

(106 nM) 之組別中 (Figure 7C)，不僅沒有提升之現象反而有顯著抑制之效果。而

在大腸癌細胞株 SW480，高濃度 (106 nM) 之組別同樣具有抑制之效果，而低濃

度 (104 nM) 組別雖然有提升細胞增生之能力，但上升幅度不算明顯 (Figure 7D)。

而細胞移動之能力結果也顯示，細胞株 SW480 在受到 DEHP 暴露後皆呈現下降，

且有劑量效應；而細胞株 CCD841 儘管在高濃度 (106 nM) DEHP 暴露組別中有

提升之情形，但上升之幅度亦不高 (Figure 9A)。 

因此針對癌細胞之特性檢測，本研究推測 DEHP 對於大腸細胞，可能沒有誘

發腫瘤生成或加速癌化進程之能力。研究顯示 1,2-dimethylhydrazine (DMH) 能誘

發小鼠結腸腫瘤之形成，同時使小鼠暴露 DEHP 發現，aberrant crypt foci (ACF) 之

形成及腫瘤發生率皆高於單純以 DMH 所誘導之實驗組，同時 VEGF 之表現量

在同時有 DEHP 暴露之組別也更高，顯示 DEHP 可能具有加劇 DMH 所誘導之

大腸癌的能力 (Chen et al., 2017)。相關的研究證實單獨只有 DEHP 的暴露可能對

於誘發大腸癌化沒有直接影響，但在有其他致癌因子狀況存在下，可能會有加劇其

腫瘤發生之情形。 
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4.5 LPS 與 DEHP 共同暴露對於大腸細胞 CCD841 之影響  

本實驗探討 DEHP 對於大腸細胞之影響，在正常大腸細胞 CCD841 細胞移

動能力，雖然在 DEHP 處理下有提升之情況，但幅度不算明顯。已知發炎反應在

癌症發展進程中扮演重要的功能，因此想利用促進發炎因子使細胞產生發炎之情

況，探討發炎狀態下 DEHP 對細胞的影響。 

有關 DEHP 與發炎之相關研究，早在 2003 年就已發現 DEHP 在老鼠及人

類血液中，具有可能誘發發炎反應之能力 (Gourlay et al., 2003)。DEHP 暴露會造

成初級培養的子宮內膜細胞，發炎因子 IL-8 的 mRNA 及蛋白質表現量上升，並

且推測 PPAR gamma 可能為調節此發炎反應之受體 (Huang et al., 2016)。人類臍

靜脈內皮細胞在受到 DEHP 處理後，發炎相關分子 ICAM-1 及 IL-8 表現量皆

有上升，且透過抑制劑發現 DEHP 活化發炎因子之情況可能是透過 ERK 及 p38 

MAPK 訊息傳導路徑 (Wang and Dong, 2012)。DEHP 處理會增加由巨噬細胞 

THP-1 所釋放 發炎細胞激素及相關之化學因子，如 TNF-a、IL-1、IL-8 及 IL-6 

等，加劇所造成的發炎反應 (Nishioka et al., 2012)。 

本研究以正常人類大腸細胞 CCD841 進行 LPS 及 DEHP 之處理，結果發

現 LPS 及 DEHP 暴露皆會提高發炎因子 IL-1 之表現，顯示發炎情況有所提

高 (Figure 10B)；然而在兩次細胞移動結果可以看到，LPS 及 DEHP 共同暴露並

沒有提高細胞移動之能力，顯示出 LPS 對於細胞株 CCD841 所誘發之發炎反應，

對於 DEHP 暴露並沒有太大的影響 (Figure 10A)。另一方面，相關研究中顯示 

LPS 可以透過增加 NF-κB 結合到 VEGFR-3 promoter，上調 VEGFR-3 之表現

量，進而促進大腸癌細胞之移動及侵入能力 (Zhu et al., 2016)，而本研究中 CCD841 

同時暴露 LPS 及 DEHP，儘管進一步提高了相關基因 VEGFA 之表現 (Figure 

10B)，但針對細胞移動無顯著之影響，顯示出 DEHP 與 LPS 共同暴露下，預測

上游基因 VEGFA 之表現量變化，可能沒有參與 CCD841 細胞移動能力之調控。 
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4.6 DEHP 之代謝產物 MEHP 暴露對於癌化特性之影響  

已知 DEHP 進入到小鼠體內後，會經由代謝相關之酵素 lipase，將 DEHP 水

解成 MEHP，並進一步經由其他酵素，如 UDP-glucuronyltransferase (UGT) 作用

後經由尿液排出，或經由 alcohol dehydrogenase (ADH) 及 aldehyde dehydrogenase 

(ALDH) 氧化，透過 cytochrome P450 進一步形成氧化代謝物 (Albro and Lavenhar, 

1989; Ito et al., 2005)。相關研究顯示，高濃度 (1000 µM) MEHP 對於人類胚胎幹

細胞 (hESC cell) 具細胞毒性，且會影響其正常發育 (Shi et al., 2013)。 

針對癌化特性相關之研究，發現 MEHP 會促進人類睪丸胚胎癌細胞 NT2/D1 

的侵入及移動 (Yao et al., 2012)；MEHP 會透過 hedgehog 訊息傳導路徑促進前列

癌細胞 LNCaP 的發展進程 (Yong et al., 2016)，亦會透過 DNA 甲基化影響前列

腺癌發展 (Wu et al. 2017)；MEHP 針對人類肝細胞，亦會抑制由 TGF beta 1 所誘

發之細胞凋亡反應 (Hasmall et al., 1999)。本研究透過細胞模式暴露 DEHP，試圖

探討 DEHP 對於大腸細胞之直接影響，然而實際動物生理之情況，仍有其他代謝

相關酵素參與，直接或是間接性的影響 DEHP 對於大腸的作用，因此採用細胞模

式進行之實驗結果，可能無法完整反映 DEHP 於人體內所造成之影響。 
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5. 結論 

本研究利用現有之微陣列資料庫，分析並預測鄰苯二甲酸酯類 (phthalate) 誘

導大腸腫瘤生成，或加速癌化進程相關之潛在調控路徑。由線上分析及基因表現量

之變化結果，得知細胞在 Di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) 暴露下，可能會對上

游基因 VEGF 所活化之訊息傳導路徑，有正向調控之影響，然而實際影響之訊息

傳導路徑尚未清楚。而由癌細胞特性之檢測結果得知，DEHP 之暴露對於細胞增

生無顯著之影響，造成之細胞移動能力上升幅度也不明顯，推測單獨處理 DEHP，

可能不足以產生誘發腫瘤生成或加速癌化進程之影響。 
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7. 圖和表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1. 本論文之研究流程 (Flow chart of this study) 
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Figure 2.  

(A)  NetworkAnalyst 篩選人類細胞暴露鄰苯二甲酸酯類之相關基因微陣列數據集

流程 

(B)  Networkanalyst 篩選人類大腸細胞癌化進程之基因微陣列數據集之流程  
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Figure 3. Phthalates 暴露、大腸癌原位 (pCRC) 以及大腸癌轉移 (mCRC) 之模

組基因之基因功能 

模組基因功能之分析由 Cytoscape 內建之分析軟體 ClueGO 所完成  

(A) Phthalate 暴露之模組基因功能、(B) 大腸癌原位之模組基因功能，及 (C) 大

腸癌轉移之模組基因功能 
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Figure 4. Phthalates 暴露、大腸癌原位 (pCRC)、大腸癌轉移 (mCRC) 之模組基

因之基因調控網絡。 

模組基因調控之基因網絡由 Cytoscape 內建之軟體 CluePedia 所完成。 

(A) Phthalates 暴露模組基因之基因網絡、(B) 大腸癌原位模組基因之基因網絡 

(pCRC)、(C) 大腸癌轉移模組基因之基因網絡 (mCRC)，以及 (D) Phthalates 暴露、

大腸癌原位以及大腸癌轉移之模組基因之整合基因網絡。 
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Figure 5. Phthalates 暴露、大腸癌原位以及大腸癌轉移之模組基因網絡之潛在基

因訊息傳導路徑。 

 

黃色圈為 phthalate 暴露之差異表現基因；綠色圈為大腸癌原位與 phthalate 暴

露之共有差異表現基因；藍色圈為大腸癌原位、轉移及 phthalate 暴露之共有

差異表現基因；紅色圈為大腸癌轉移與 phthalate 暴露之共有差異表現基因。

紅色箭頭為活化關係；藍 T 字線為抑制關係。有太陽標誌之基因，為最初 

phthalate 暴露之微陣列利用 NetworkAnalyst 所找到之差異表現基因。 
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(B) SW480 
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Figure 6. (A) 正常大腸細胞 CCD841 及 (B) 大腸癌非轉移細胞株 SW480，暴露 

不同濃度 DEHP (102, 104& 106 nM) 72 小時，利用 real-time PCR 檢測目標基因

之表現。 

橫座標軸為不同 DEHP 之暴露濃度，縱軸為暴露 DEHP 組相對於控制組之比值。 

✽✽為 p-value 小於 0.05 有顯著差異之組別 

✽為 p-value 小於 0.1 有顯著差異之組別 
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(A) CCD841                                (B) SW480 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

   

 

 

(C)  CCD841                            (D) SW480 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. 正常大腸細胞 CCD841 及大腸癌非轉移細胞株 SW480 暴露不同濃度 

DEHP (102, 104& 106 nM)，每 24 小時檢測細胞增生之情形。 

 (A)(B) 橫軸為不同 DEHP 暴露濃度，(C)(D) 橫軸為不同天數，縱軸為暴露 

DEHP 組對於控制 組細胞數之增生比值。 

✽為 p-value 小於 0.05 有顯著差異之組別 

✽為 p-value 小於 0.1 有顯著差異之組別 
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(A)  Cell migration of CCD841 

Ctrl               102 nM              104 nM              106 nM  

 

 

 

 

 

 

(B)  Cell migration of SW 480   

Ctrl               102 nM              104 nM              106 nM 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. (A) 正常大腸細胞 CCD841 及 (B) 大腸癌非轉移細胞株 SW480 ，暴

露不同濃度 DEHP (102, 104& 106 nM) 48 小時，將細胞移至 transwell 於 24 小

時後檢測細胞移動之視野。 

Ctrl 對照組為 DMSO 

 

(A) CCD841                             (B) SW480 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 9. (A) 正常大腸細胞 CCD841 及 (B) 大腸癌非轉移細胞株 SW480，暴露

不同濃度 DEHP (102, 104& 106 nM) DEHP 細胞移動量化之結果。 

橫座標軸為不同 DEHP 暴露濃度，縱軸為為暴露 DEHP 組對於控制組細胞數之

移動比值。 

✽✽為 p-value 小於 0.05 有顯著差異之組別 

✽為 p-value 小於 0.1 有顯著差異之組別 
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Figure 10. (A) 正常大腸細胞 CCD841 暴露 Lipopolysaccharide (LPS) 及 

DEHP (106 nM) 24 小時之細胞移動能力 (B) 正常大腸細胞 CCD841 於 

Lipopolysaccharide (LPS) 及 DEHP (106 nM) 暴露 72 小時 ，VEGFA 及發炎 

因子 IL-1之基因表現 (C) 大腸癌細胞 SW480 暴露不同濃度 DEHP (102,  
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104& 106 nM) 72 小時，發炎因子 IL-1基因之表現。 

橫座標軸為不同暴露之處理，C= DMSO control；P= DEHP (106 nM)； 

L= LPS (1 μg/mL) 

縱軸為實驗組相對於控制組之比值。 

✽✽為 p-value 小於 0.05 有顯著差異之組別 

✽為 p-value 小於 0.1 有顯著差異之組別 
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Table 1. 本研究使用之人類細胞株經鄰苯二甲酸酯類暴露之基因微陣列數據集 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2. 本研究使用之人類大腸細胞癌化進程之基因微陣列數據集 (劉梁明琦, 

2016) 
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Table 3 GO term of 181 genes in phthalates exposure 

GO term Gene No p-value 

positive regulation of transcription 

from RNA polymerase II promoter 

AKT1 CEBPA CEBPD E2F1 HRAS 

IKZF1 JUN KLF2 MYB RB1  

44 

 

2.4E-16 

protein phosphorylation AKT1 AKT3 FYN JAK2 LCK MERTK 

PINK1 RAF1 AURKA AURKB 

36 7.7E-21 

negative regulation of apoptotic 

process 

AKT1 BCL2 FKBP8 HTATIP2 MDM4 

RAF1 SRC AURKA BIRC5 CDK1  

34 6.4E-19 

negative regulation of transcription 

from RNA polymerase II promoter 

CEBPA DDX20 E2F1 IKZF1 MDM4 

MYB RB1 YBX1 AURKB CALR 

33 2.5E-12 

positive regulation of transcription, 

DNA-templated 

E2F1 JUN KLF2 MYB RB1 SRC ATF4 

AR AHR AXIN1  

32 1.7E-15 

transcription, DNA-templated CEBP1 CEBPD E2F1 IKZF1 KLF2 RB1 

AR AGO1 AHR BIRC5 

30 2.9E-2 

negative regulation of cell proliferation CEBPA DDX20 HRAS JAK2 JUN MDM4 

NDRG1 RB1 RBM5 RAF1  

28 6.8E-15 

positive regulation of cell proliferation BCL2 HRAS SHC1 AR BIRC5 CALR 

CDX2 CDC20 CDC25B CTGF  

28 3.5E-13 

cell proliferation AKT1 BCL2 HRAS LRP1 MDM4 RAF1 

SRC AR AURKB CDC25A 

26 7.2E-14 

signal transduction AKT1 AKT2 AKT3 HRAS JAK2 RAF1 

SHC1 SRC AR ANGPT2 

26 3.9E-4 

response to drug ABL1 BCL2 FYN JUN LCK SRC CALR 

CTNNB1 CENPF  

25 9.8E-15 

negative regulation of transcription, 

DNA-templated 

CEBPA CEBPD E2F1 IKZF1 JUN MYB 

RB1 SRC AHR BIRC5 

24 2.1E-9 

regulation of transcription, DNA-

templated 

ABL1 E2F1 MYB YBX1 ATF4 AR AHR 

CALR CDX1 CDX2 

24 3.8E-2 

protein autophosphorylation ABL1 AKT1 JAK2 SRC AURKA AURKB 

CDK5 ERN1 EGFR ERBB2 

23 4.7E-18 

apoptotic process AKT2 BCL2L11 BCL2 FKBP8 HTATIP2 

JAK2 RB1 RBM5 RAF1 APAF1 

22 4.4E-7 

G2/M transition of mitotic cell cycle WEE1 AURKA BIRC5 CDC25A CDC25B 

CDC25C CHEK1 CCNB1 CDK1 CDK2 

20 

 

2.1E-16 

positive regulation of gene expression E2F1 HRAS ATF4 AR CALR CAV1 

CTGF CDK1 CDK6 ERBB2 

20 3.1E-11 

peptidyl-serine phosphorylation AKT1 AKT2 AKT3 BCL2 PINK1 SRC 19 6.8E-16 
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CDK1 CDK2 CDK5 EIF2AK3 

positive regulation of cell migration AKT2 HRAS JAK2 CDH13 COL1A1 

EGFR FLT1 HSPA5 IGF1R 

19 6.8E-13 

transcription from RNA polymerase II 

promoter 

CEBPA CEBPD JUN MYB RBMX YBX1 

ATF4 AHR CDX1 CDX2 

19 6.5E-6 
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Table 4 GO term of 366 genes in pCRC 

GO term Gene No p-value 

Phosphorus metabolic process PDPK1, ADAM10, CDC14B, EPHA4, 

EPHA7, EPHB1, JAK1, PTK2, SMAD2, 

SMG1 

92 7.80E-29 

Phosphate metabolic process PDPK1, ADAM10, CDC14B, EPHA4, 

EPHA7, EPHB1, JAK1, PTK2, SMAD2, 

SMG1 

92 7.80E-29 

Protein amino acid phosphorylation PDPK1, ADAM10, EPHA4, EPHA7, 

EPHB1, JAK1, PTK2, SMAD2, SMG1, 

ABI1 

71 7.10E-25 

Positive regulation of biosynthetic 

process 

BCL11B, GLI3, IKZF1, KLF13, KLF2, 

NKX2-1, NOTCH1, NOTCH4, PRDM16, 

SMAD2 

69 2.00E-22 

Positive regulation of cellular 

biosynthetic process 

BCL11B, GLI3, IKZF1, KLF13, KLF2, 

NKX2-1, NOTCH1, NOTCH4, PRDM16, 

SMAD2 

68 4.40E-22 

Positive regulation of macromolecule 

biosynthetic process 

BCL11B, GLI3, IKZF1, KLF13, KLF2, 

NKX2-1, NOTCH1, NOTCH4, PRDM16, 

SMAD2 

66 8.60E-22 

Phosphorylation PDPK1, ADAM10, EPHA4, EPHA7, 

EPHB1, JAK1, PTK2, SMAD2, SMG1, 

ABI1, 

73 1.30E-21 

Positive regulation of macromolecule 

metabolic process 

BCL11B, GLI3, IKZF1, KLF13, KLF2, 

NKX2-1, NOTCH1, NOTCH4, PRDM1, 

PRDM16 

74 1.60E-20 

Regulation of cell proliferation ADAM10, BCL11B, BCL2L1, FOSL2, 

GLI3, KAT2B, NOTCH1, NOTCH4, 

SMAD2, SMAD4 

68 8.00E-19 

Positive regulation of nitrogen 

compound metabolic process 

BCL11B, GLI3, IKZF1, KLF13, KLF2, 

NKX2-1, NOTCH1, NOTCH4, PRDM16, 

SMAD2 

60 4.30E-18 

Positive regulation of gene expression BCL11B, GLI3, IKZF1, KLF13, KLF2, 

NKX2-1, NOTCH1, NOTCH4, PRDM16, 

SMAD2 

56 1.60E-17 
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Regulation of transcription AFF4, BCL11A, BCL11B, BACH2, 

CNOT6, DNMT3A, E2F2, E2F5, ELF3, 

ERF 

134 2.00E-17 

Regulation of transcription DNA-

dependent 

BCL11B, BACH2, DNMT3A, E2F2, 

E2F5, ELF3, ERF, FOSL2, IKZF1, IKZF3 

105 3.10E-17 

Regulation of RNA metabolic process BCL11B, BACH2, DNMT3A, E2F2, 

E2F5, ELF3, ELAVL1, ERF, FOSL2, 

IKZF1 

106 5.10E-17 

Regulation of transcription from RNA 

polymerase II promoter 

BCL11B, DNMT3A, ERF, FOSL2, 

IKZF1, IKZF3, KLF13, NKX2-1, 

NOTCH1, PRDM1 

62 7.40E-17 

Positive regulation of transcription BCL11B, GLI3, IKZF1, KLF13, KLF2, 

NKX2-1, NOTCHJ1, NOTCH4, 

PRDM16, SMAD2 

54 9.00E-17 

regulation of apoptosis BCL11B, BCL2L1, BCL2L11, BCL2L14, 

CFLAR, EPHA7, GLI3, NOTCH1, PERP, 

RAB27A 

65 1.50E-16 

Intracellular signaling cascade PDPK1, CD36, G3BP1, JAK1, NOTCH4, 

PARK7, RAB11A, RAB27A, RAP1A, 

RAP2A 

84 2.60E-16 

regulation of programmed cell death BCL11B, BCL2L1, BCL2L11, BCL2L14, 

CFLAR, EPHA7, GLI3, NOTCH1, PERP, 

RAB27A 

65 3.60E-16 

Regulation of cell death BCL11B, BCL2L1, BCL2L11, BCL2L14, 

CFLAR, EPHA7, GLI3, NOTCH1, PERP, 

RAB27A 

65 4.00E-16 
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Table 5 GO term of 145 genes in mCRC 

GO term Gene No p-value 

Phosphate metabolic process PDPK1, CDC14B, EPHA4, JAK1, SMAD2, 

BRD4, CREB1, CDK1, CDK2, CDK3 

42 1.20E-15 

Phosphorus metabolic process PDPK1, CDC14B, EPHA4, JAK1, SMAD2, 

BRD4, CREB1, CDK1, CDK2, CDK3 

42 1.20E-15 

Regulation of cell proliferation BCL6, GLI2, GLI3, NOTCH1, NOTCH4, 

SMAD2, SMAD4, TBX5, CDH5, CDC6 

38 1.30E-15 

Protein amino acid phosphorylation PDPK1, EPHA4, JAK1, SMAD2, BRD4, 

CREB1, CDK1, CDK2, CDK3, CDK4 

35 2.20E-15 

Intracellular signaling cascade PDPK1, EPHA4, JAK1, SMAD2, BRD4, 

CREB1, CDK1, CDK2, CDK3, CDK4 

46 1.20E-14 

Positive regulation of cellular 

biosynthetic process 

GLI2, GLI3, IKZF1, NOTCH1, NOTCH4, 

SMAD2, SMAD4, SP1, TBX5, CREB1 

34 3.20E-14 

Positive regulation of biosynthetic 

process 

GLI2, GLI3, IKZF1, NOTCH1, NOTCH4, 

SMAD2, SMAD4, SP1, TBX5, CREB1 

34 4.80E-14 

Positive regulation of macromolecule 

biosynthetic process 

GLI2, GLI3, IKZF1, NOTCH1, NOTCH4, 

SMAD2, SMAD4, SP1, TBX5, CREB1 

33 5.50E-14 

Positive regulation of gene 

expression 

GLI2, GLI3, IKZF1, NOTCH1, NOTCH4, 

PRDM1, SMAD2, SMAD4, SP1, TBX5 

31 9.60E-14 

Positive regulation of macromolecule 

metabolic process 

GLI2, GLI3, IKZF1, NOTCH1, NOTCH4, 

PRDM1, SMAD2, SMAD4, SP1, TBX5 

37 1.10E-13 

Positive regulation of nitrogen 

compound metabolic process 

GLI2, GLI3, IKZF1, NOTCH1, NOTCH4, 

SMAD2, SMAD4, SP1, TBX5, CREB1 

32 2.30E-13 

Phosphorylation PDPK1, EPHA4, JAK1, SMAD2, BRD4, 

CREB1, CDK1, CDK2, CDK3, CDK4 

35 4.40E-13 

Positive regulation of nucleobase, 

nucleoside, nucleotide and nucleic 

acid metabolic process 

GLI2, GLI3, IKZF1, NOTCH1, NOTCH4, 

SMAD2, SMAD4, SP1, TBX5, CREB1 

31 6.10E-13 

Positive regulation of transcription GLI2, GLI3, IKZF1, NOTCH1, NOTCH4, 

SMAD2, SMAD4, SP1, TBX5, CREB1 

29 1.90E-12 

Positive regulation of cell 

proliferation 

BCL6, GLI2, NOTCH1, NOTCH4, CDK2, 

CDK4, CDK6, CDKN1A, CDKN1B, EDN1 

25 3.50E-12 

Regulation of apoptosis BCL6, BCL2L11, GLI3, NOTCH1, RAB27A, 

TBX5, CREB1, CTSB, CDK1, CDKN1A 

32 7.10E-11 

Regulation of programmed cell death BCL6, BCL2L11, GLI3, NOTCH1, RAB27A, 

TBX5, CREB1, CTSB, CDK1, CDKN1A 

32 9.10E-11 
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Regulation of cell death BCL6, BCL2L11, GLI3, NOTCH1, RAB27A, 

TBX5, CREB1, CTSB, CDK1, CDKN1A 

32 1.00E-10 

Protein kinase cascade JAK1, NOTCH4, DUSP8, EDN1, FGFR1, 

FLT1, INSR, IGF1R, MAPK1, MAPK9 

22 1.40E-10 

Regulation of transcription from 

RNA polymerase II promoter 

BCL6, GLI2, IZKF1 NOTCH1, PRDM1, 

SKIL, SMAD2, SMAD4, SP1, TBX5 

30 1.50E-10 
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Table 6 Primer sequences for qPCR 

Gene sequence 

18S Sense 5’-CTTAGAGGGACAAGTGGCG- 3’ 

Anti-sense 5’-ACGCTGAGCCAGTCAGTGTA- 3’ 

CDKN1A (p21) Sense 5’-AATAAGGAAGCGACCTGCAACCG- 3’ 

Anti-sense 5’-CACAGAACCGGCATTTGGGGAAC- 3’ 

CDKN1B (p27) Sense 5’-GACTCTCAGGGTCGAAAACGGCG- 3’ 

Anti-sense 5’-CAGGCTTCCTGTGGGCGGATTAG- 3’ 

VEGFA Sense 5’- TTGCTGCTCTACCTCCACCAT -3’ 

Anti-sense 5’- GGTGATGTTGGACTCCTCAGTG -3’ 

PDGFRB Sense 5’- ACTACATCTCCAAAGGCAGCACCT -3’ 

Anti-sense 5’- TGTAGAACTGGTCGTTCATGGGCA -3’ 

FOXM1 Sense 5’- TGCCCAGATGTGCGCTATTA -3’ 

Anti-sense 5’- TCAATGCCAGTCTCCCTGGTA -3’ 

SRC Sense 5’- TCCTCGTGCGAGAAAGTGAG -3’ 

Anti-sense 5’- CAGCTTGCGGATCTTGTAGTG -3’ 

AKT1 Sense 5’- TTCTGCAGCTATGCGCAATGTG -3’ 

Anti-sense 5’- TGGCCAGCATACCATAGTGAGGTT -3’ 

IGF1R Sense 5’- TGGAGATCATCAGCAGCATCA -3’ 

Anti-sense 5’- GGCGTAAGGCTGTCTCTCGTC -3’ 

EGFR Sense 5’- TGCACCTACGGATGCACTG -3’ 

Anti-sense 5’- CGATGGACGGGATCTTAGGC -3’ 

FOXO1 Sense 5’- TACGAGTGGATGGTCAAGAGC -3’ 

Anti-sense 5’- TGAACTTGCTGTGTAGGGACA -3’ 

BIRC5 Sense 5’- CGACCCCATAGAGGAACATAA -3’ 

Anti-sense 5’- TTCTTGACAGAAAGGAAAGCG -3’ 

HIF1A Sense 5’- CCACAGGACAGTACAGGATG -3’ 

Anti-sense 5’- TCAAGTCGTGCTGAATAATACC -3’ 

FYN Sense 5’- ACCTCCATCCCGAACTACAAC -3’ 

Anti-sense 5’- CATAAAGCGCCACAAACAGTG -3’ 

PPARA Sense 5’- TTCGCAATCCATCGGCGAG -3’ 

Anti-sense 5’- CCACAGGATAAGTCACCGAGG -3’ 

HSF1 

 

Sense 5’- GGGAACAGCTTCCACGTGTT -3’ 

Anti-sense 5’- TGGAACTCCGTGTCGTCTCT -3’ 

HSP90AA1 Sense 5’- AATGCTTAGAACTATTTACTGAACTAGCAGAA- 3’ 

Anti-sense 5’- GTCCTCGTGAATTCCAAGCTTT- 3’ 
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CCNB1 Sense 5’- AATAAGGCGAAGATCAACATGGC- 3’ 

Anti-sense 5’- TTTGTTACCAATGTCCCCAAGAG -3’ 

 




