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摘要 
根據政府歷年統計資料顯示，從 70 年代開始至今癌症是台灣十大死因之首且

癌症發生數連年增加，因此目前癌症發生最新統計資料顯示，和西元 2018 年相比，

西元 2019 年台灣罹癌個數增加最多的是肺癌，且不論在台灣男性以及在台灣女性

肺癌癌症發生數位居前三，此外根據最新癌症死亡數統計指出在西元 2021 年死亡

率最高的癌症是肺癌。然而有些癌症好發於台灣男性，在西元 2019 年十大癌症發

生率性別比差異最大的癌症為食道癌，男性罹患食道癌的機率為女性的 15 倍。雖

然已經有許多研究探討肺癌以及食道癌發生之相關細胞訊號途徑，但是癌症細胞

訊號途徑調控很複雜，所以本研究會分別探討 CD36 以及 miR-548ba 對肺癌以及

食道癌細胞癌化之機制。 

實驗室先前已經針對肺癌患者進行研究指出相較於正常肺細胞，CD36 低表現

量可能在肺癌中扮演重要角色，因此本研究探討 CD36 低表現量於肺癌生長之影

響及機制。首先我們發現 CD36 基因靜默(Silencing)會抑制 CL1-0 增生能力

(Proliferation)，然而 CD36 大量表現(Overexpression)不會改變 CL1-5 的增生能力，

但 CD36 大量表現會抑制 H1299 的增生能力。在細胞遷移能力實驗當中，使用

Transwell 發現 CD36 基因靜默會促進 CL1-0 遷移能力(Migration)，然而 CD36 大量

表現不會改變 CL1-5 以及 H1299 的遷移能力。在細胞凋亡實驗(Cell Apoptosis Assay)

當中，CD36 基因靜默會降低 CL1-0 死亡速率，然而 CD36 大量表現不會改變 CL1-

5 的死亡速率。最後 CD36 基因靜默會減少 CL1-0 吞噬之葡萄糖量以及抑制醣解作

用(Glycolysis)活性。 

除了基因之外，許多研究也指出小分子核醣核酸(microRNA, miRNA)在各種人

類癌症中也扮演重要的角色。因此實驗室先前透過次世代定序(Next-Generation 

Sequencing, NGS)以及即時定量聚合酶連鎖反應(Real-Time Quantitative Polymerase 

Chain Reaction, QPCR)驗證後發現相較於正常食道細胞，miR-548ba 高表現量可能

在食道癌中扮演重要角色，因此本研究探討 miR-548ba 高表現量於食道癌生長之
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影響及機制。由實驗結果發現 miR-548ba 大量表現會促進 CE81T 的增生能力以及

增加 CE81T 細胞群落數目，但不會改變 CE81T 遷移能力。接著使用預測 miRNA

目標基因的軟體以及即時定量聚合酶連鎖反應驗證的發現，MOB1B 可能是 miR-

548ba 的目標基因，然而 MOB1B 是否是 miR-548ba 的直接目標基因仍需後續實驗

驗證。 

綜合來看，首先CD36在不同肺癌細胞中所造成之細胞生理功能的影響也不同，

此外 miR-548ba 會促進 CE81T 細胞增生能力，期望透過本研究能提供後人新的研

究方向以找出新的肺癌以及食道癌致癌機制。 

 

關鍵字：肺癌、食道癌、CD36、miR-548ba、MOB1B、細胞增生、細胞遷移。 
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Abstract 
According to the statistics released by government in the past few years, cancer is 

the majority of dead reason from 1980s to present in Taiwan. Moreover, the cancer 

incidence is increasing year after year. Based on the latest statistics of cancer incidence 

and cancer death released by the Health Promotion Administration in 2019 and 2021 

respectively, lung cancer ranked the top three cancer incidence and cancer death in both 

gender in Taiwan. Additionally, the esophageal cancer incidence in male was fifteen times 

as much as the esophageal cancer incidence in female. Although most of cancer research 

focus on lung and esophageal carcinogenesis related cell signaling, the regulation of 

cancer cell signaling is complex. Thus, in this study, I would focus on the function of 

CD36 and miR-548ba in lung and esophageal carcinogenesis respectively.  

In our lab, previous study found that compared with normal lung cells, CD36 low 

expression may play an important role in lung cancer. Therefore, we investigated the 

regulatory mechanism of CD36 low expression in lung cancer. First, we found that CD36 

silencing inhibited CL1-0 proliferation, whereas CD36 overexpression did not alter CL1-

5 proliferation, but CD36 overexpression inhibited H1299 proliferation. Using Transwell, 

we found that CD36 silencing promoted CL1-0 migration, but CD36 overexpression did 

not change CL1-5 and H1299 migration. In cell apoptosis assays, CD36 silencing reduced 

the death rate of CL1-0, whereas CD36 overexpression did not alter the death rate of CL1-
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5. Finally, CD36 silencing reduced the amount of glucose consumption and inhibited 

glycolysis activity in CL1-0. 

Except for genes, many studies had also found that microRNAs (miRNAs) also play 

important roles in various human cancers. Therefore, in our lab previously found that the 

high expression of miR-548ba may play an important role in esophageal cancer compared 

with normal esophageal cells by next-generation sequencing and real-time quantitative 

polymerase chain reaction. Therefore, we investigated the regulatory mechanism of miR-

548ba high expression in esophageal cancer. First, it was found that miR-548ba 

overexpression promoted CE81T proliferation and increases CE81T colony number, but 

did not change CE81T migration. Then, using the software for predicting miRNA target 

genes and the verification by real-time quantitative polymerase chain reaction and found 

that MOB1B may be the target gene of miR-548ba, but whether MOB1B is the direct 

target gene of miR-548ba still needs to be verified by subsequent experiments.  

Overall, my study indicated that CD36 had diverse effects on the physiological 

functions in different lung cancer cells, and miR-548ba could promote CE81T 

proliferation. Therefore, it is hoped that it can provide new aspects for researchers to find 

new lung and esophageal carcinogenesis mechanism in this study. 
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1. 前言 

1.1 台灣肺癌及食道癌現況以及其介紹 

根據衛生福利部國民健康署歷年統計資料顯示，從 70 年代開始癌症已蟬聯多

年台灣十大死因之首，且癌症發生數連年增加。目前最新癌症發生數統計資料顯示，

和西元 2018 年相比，西元 2019 年台灣罹癌人數多增加約 5000 人，若依癌症部位

來看，增加數前五名為肺癌、大腸癌、女性乳癌、攝護腺癌以及皮膚癌，其中癌症

個數增加最多的是肺癌，多增加 888 人，且在西元 2019 年，不論在台灣男性以及

在台灣女性肺癌癌症發生數位居前三，此外根據最新癌症死亡數統計指出在西元

2021 年死亡率最高的癌症是肺癌，肺癌的預防以及後續相關治療成為一大難題。

然而有些癌症好發於台灣男性，在西元 2019 年十大癌症發生率性別比差異最大的

癌症為食道癌，男性罹患食道癌的機率為女性的 15 倍[1]。雖然已經有許多研究探

討肺癌以及食道癌發生之相關細胞訊號途徑，但是癌症細胞訊號途徑調控很複雜，

所以本研究會再探討新的調控肺癌以及食道癌發生之細胞訊號途徑。 

肺癌的風險因子有很多，例如抽菸以及空氣汙染(PM2.5)、長期接觸特定氣體

(氡氣)、有肺部相關疾病史、有家族遺傳性肺癌、長期吸入炒菜油煙以及高齡[2-5]。

一般罹患肺癌的主要原因為抽菸[6]，然而根據國民健康署公開的最新統計資料顯

示，2020 年台灣男女抽菸比例卻分別只有約 22 %以及 3 % [7]，由此可知大部分女

性肺癌患者都無抽菸史。雖然已經有些研究針對無抽菸的肺癌患者找出相關的致

癌基因，例如 TP53 [8]、EGFR [9]以及 KRAS [10]這些基因中特定鹼基點突變，或

是 PIK3CA [11]拷貝數變異(Copy Number Variant)均和肺癌發生有關，然而癌症細

胞訊號途徑調控很複雜，此外在臨床上仍然發現有些肺癌並無上述基因特定鹼基

突變或是拷貝數變異等現象發生[12]，因此需要透過更多研究找尋新的與肺癌發生

相關之基因並了解其機制。 
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食道沒有神經系統，因此癌症初期幾乎沒有任何感覺，然而進入中晚期，當腫

瘤大到壓迫食道才會明顯症狀產生，且多半也轉移，因此食道癌的預後不佳[13-16]。

雖然已經有些研究針對食道癌患者找出相關的致癌基因，例如除了 TP53[17]之外，

FAM135B 特定鹼基點突變[18]，或是 GATA6 [19]以及 CDK6 [20]拷貝數變異和食

道癌發生有關，然而癌症不會只受單一細胞訊號途徑調控，因此需要透過更多研究

找尋新的與食道癌發生相關之基因並了解其機制。 

1.2 高通量技術介紹以及其應用 

雖然需要透過更多研究要找出新的和肺癌以及食道癌發生有關的基因並了解

其機制，但是目前人體已知約 2 萬個基因，首先如何有效地以及快速地找出相關

的基因是一大難題。人類基因體計畫當初使用第一定序總共花了 30 億美金以及 15

年的時間才正式完成，但現今使用高通量技術則可以在幾天內分析完成且花費也

大幅減少。透過高通量技術，研究員在短時間內可一次獲得大量基因資訊，以進行

大數據資料分析，因為其方便性，使得近年來高通量技術被大量運用在癌症研究上，

期望透過高通量技術能更快速地發現更多和癌症相關之致癌基因並了解其機制，

並用於癌症檢測以幫助醫師精準且快速地針對治療方法以及預後做評估，朝向個

人化精準醫療[21-24]。 

1.2.1 去氧核醣核酸微陣列介紹及應用 

傳統的基因檢測是一個個基因進行即時定量聚合酶連鎖反應以得知其表現量，

然而此方法只能一次知道一個甚至數個基因的表現量，人類目前已知基因約 2 萬

個，如果 2 萬個基因一個個進行即時定量聚合酶連鎖反應則要花非常多的時間才

能完成，但透過去氧核醣核酸微陣列(DNA Microarray)則可以讓研究人員更快速地

一次得知大量基因的表現量，且也大幅縮短了實驗的操作時間、空間以及消耗。去

氧核醣核酸微陣列為主要的高通量技術之一，其最初目的為基因檢測，檢測方法為

以該基因特定序列作為探針(Probe)，樣本作為目標(Target)，偵測探針以及目標去
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氧核醣核酸是否會雜合。以下為去氧核醣核酸微陣列操作流程以及簡略說明[22, 

25-27]： 

A. 信使核醣核酸(Messenger RNA, mRNA)萃取：生物中心法則為去氧核醣核酸

轉錄產生信使核醣核酸再轉譯產生蛋白質，因為信使核醣核酸以及蛋白質保

有原本去氧核醣核酸的遺傳訊息，所以我們可以透過信使核醣核酸或是蛋白

質的表現量以得知此基因表現量為何，也可以透過信使核醣核酸或是蛋白質

的表現量比較兩個不同表現型之基因表現量差異，例如同器官之正常組織以

及癌細胞。傳統信使核醣核酸萃取法是以酚–氯仿(Phenol-Chloroform)，然而

因為毒性高，所以現今以 Trizol–1-溴-3-氯丙烷(1-Bromo-3-Chloropropane, 

BCP)取代之。 

B. 產生帶有螢光標記之互補去氧核醣核酸(Complementary DNA, cDNA)：因為

信使核醣核酸不穩定易被分解，所以會將信使核醣核酸反轉錄產生有互補序

列之去氧核醣核酸俗稱互補去氧核醣核酸，不僅穩定且保有遺傳訊息。此外

為了得知雜合情形，因此需要利用螢光以量化。將螢光標記在互補去氧核醣

核酸的方法可以分為直接(Direct)以及間接(Indirect)兩種方法。直接方法為加

入帶有螢光分子，例如花青染料 3 (Cyanine 3, Cy3)或花青染料 5 (Cyanine 5, 

Cy5)的脱氧尿苷三磷酸(2'-deoxyuridine 5'-triphosphate, dUTP)，經由反轉錄產

生帶有花青染料 3 或花青染料 5 的互補去氧核醣核酸。間接方法為加入額外

帶有氨基(NH2)的脱氧尿苷三磷酸後，經由反轉錄產生帶有氨基之互補去氧

核醣核酸，接著再加入螢光染劑以置換氨基。 

C. 雜合反應：在雜合前要先確定探針以及目標去氧核醣核酸之濃度正確，濃度

不對則雜合效率不佳，且探針量要充足以免訊號飽和。將適當濃度且等量的

帶有不同螢光的二種互補去氧核醣核酸與微陣列上的目標去氧核醣核酸進行

雜合反應。 
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D. 掃描雜合後的微陣列：雜合會釋放螢光，機器會依照每個點雜合的情況呈現

每個點的螢光強度，接著再經過校正以及量化即可得知基因表現量。 

去氧核醣核酸微陣列依照探針來源不同可分為 1.互補去氧核醣核酸微陣列

(cDNA Microarray)以及 2.寡核苷酸微陣列(Oligonucleotide Microarray)。互補去氧核

醣核酸微陣列的去氧核醣核酸探針來自於聚合酶連鎖反應產物，所以片段長度為

500-2000 鹼基對(Base Pair, bp)。雖然片段長導致雜合後的訊號強，但是也容易有

非專一性雜合發生，導致偽陽性情形。為了改善此缺點，因而開發出寡核苷酸微陣

列。寡核苷酸微陣列的去氧核醣核酸探針片段短，長度一般為 25-60 鹼基對且由化

學合成產生，因此相比互補去氧核醣核酸微陣列較能避免非專一性雜合的發生，且

因為是化學合成，所以事先需要知道該基因的特定完整序列。然而隨著科學研究越

廣泛，對生物知識了解越多，發現探針長度 25-60 鹼基對仍有可能會有非專一性雜

合的情形發生。為了能改善，因此後來有開發比 60 鹼基對更長之探針，使得探針

專一性程度更高[25, 26, 28]。雖然去氧核醣核酸微陣列最初的目的為基因檢測，但

是隨著科學研究越廣泛，對生物知識了解越多，除了基因檢測外，去氧核醣核酸微

陣列也可用於其他基因研究，以下是常見的去氧核醣核酸微陣列應用[22, 25-28]： 

I. 基因研究：去氧核醣核酸微陣列最常見的應用是研究基因表現量是否顯著改

變，例如用於癌症研究可了解同器官癌細胞相比正常細胞基因表現量改變情

形，或是可了解癌細胞在化療成功後基因表現量改變情形。除了研究基因表現

量顯著改變外，也可研究是否有甲基化、單核苷酸多態性(Single Nucleotide 

Polymorphism, SNP)、拷貝數變異以及和蛋白質交互作用。然而基因表現量改

變不只會在癌症發生，因此除了用於癌症研究之外，也可用於其他疾病研究，

例如帕金森氏症。 

II. 藥品研發：因為去氧核醣核酸微陣列通量大以及快速的優點，所以可用於藥品

研發，可以一次大量得知治療前後數千種基因表現量之變化，或是可以一次得

知某藥物適合的劑量以及該劑量導致基因表現量改變情形。 
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III. 快速檢測：在了解癌症等其他重大疾病的致病機制後，可以利用去氧核醣核酸

微陣列來快速檢測，以協助醫師快速的決定進行何種治療以及評估預後。 

1.2.2 次世代定序介紹以及應用 

除了去氧核醣核酸微陣列之外，另一個主要的高通量技術為次世代定序。次世

代定序是以第一代定序方法為基礎所開發出來的新技術。第一代定序原理為在反

應試劑中分別加入去氧核醣核酸聚合酶(DNA Polymerase)、引子(Primer)以及 4 種

不同之脱氧核糖核苷三磷酸(2'-deoxyribonucleoside 5'-triphosphate, dNTP)且以單股

去氧核醣核酸為模板(Template)進行聚合酶連鎖反應，接著再加入少量且帶有螢光

標記之四種不同雙脱氧核糖核苷三磷酸 (2'-deoxy-3’-hydroxylribonucleoside 5'-

triphosphate, ddNTP)。因為雙脱氧核糖核苷三磷酸相比於脱氧核糖核苷三磷酸缺少

了一個氧，所以加入雙脱氧核糖核苷三磷酸會終止聚合酶連鎖反應。此外因為雙脱

氧核糖核苷三磷酸量很少，所以聚合酶會隨機和雙脱氧核糖核苷三磷酸反應，因此

造成不同大小的去氧核醣核酸片段，再透過去氧核醣核酸膠體電泳分離不同片段

大小之去氧核醣核酸，依據電泳分離出的結果由最小片段去氧核醣核酸到最大片

段去氧核醣核酸排列出完整的去氧核醣核酸序列[29-33]。然而第一代定序方法因

為最多只能定到約 1000 鹼基對，因此若需要知道幾百萬鹼基對之序列，就需要花

較多時間以及成本才能得知完整序列，影響其大規模之應用。因為次世代定序不再

受限於基因序列片段長短，所以降低單一鹼基定序所需的成本，因此近幾年次世代

定序在臨床上被廣泛地應用，例如偵測血液中游離的去氧核醣核酸以作為癌症檢

測之方法，或是針對孕婦羊水進行產前檢測以了解胎兒是否有遺傳疾病[23, 24, 30, 

33-35]。目前次世代定序技術已經純熟，因此市面上有許多廠牌都有推出次世代定

序儀器，知名的廠牌例如 Illumina、ABI 以及 Roche，以下以 Illumina System 為例

[23, 29, 30, 33, 36, 37]： 

A. 利用超音波震盪等外力將去氧核醣核酸隨機打斷成約 200-500 鹼基對的片段

大小，然後在去氧核醣核酸片段兩端接上 Adapter 以製備序列樣本資料庫 
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B. 將有 Adapter 之去氧核醣核酸片段放到 Flow cell 上，接著進行橋式聚合酶連

鎖反應。 

C. 加入有螢光標記之脱氧核糖核苷三磷酸，此脱氧核糖核苷三磷酸會隨機結合

並終止聚合酶連鎖反應以釋放螢光，接著機器會瞬間捕捉螢光訊號。 

D. 蒐集機器所有的螢光數據並進行序列比對再將完整基因序列排出。 

因為次世代定序可以大量且快速的做基因定序，再加上相較第一代定序無檢體

限制，所以應用非常廣泛，以下列出常見之次世代定序的分析[23, 29, 30, 32, 36, 38-

41]： 

I. 物種鑑定以及環境中總基因體學研究：在系統發生學研究中會使用 16s 核醣

體核醣核酸(Ribosomal RNA, rRNA)作為物種鑑定的依據，一方面因為 16s 核

醣體核醣核酸有高度保守區域，所以可以用演化樹區分物種，另一方面也有高

度變異區，所以可以鑑定出新物種。利用次世代定序通量大且快速得知的特性，

可以快速地得知環境中物種(動植物或微生物)豐富度，或是可以鑑定出新物種。 

II. 物種轉錄體研究：利用次世代定序快速且通量大的特性，研究員可以得知此物

種(動植物或微生物)所有的核醣核酸序列，或是得知轉錄層級調控造成表現型

差異，例如非編碼核醣核酸 (Non-Coding RNA, NcRNA)或是選擇性剪接

(Alternative Splicing)對癌症發生之影響。 

III. 物種基因庫建立：因為次世代定序訊速且量大的特性，研究員可以得知此物種

(動植物或微生物)完整的去氧核醣核酸序列，或是得知去氧核醣核酸層級調控

造成表現型差異，例如單核苷酸多態性或是拷貝數變異對癌症發生的影響。此

外也可以了解外顯子(Exon)以及內含子(Intron)序列，進而了解對生物體的功能

為何。 

IV. 物種表觀遺傳學研究：近年來表觀遺傳學研究非常熱門，例如同樣是雙胞胎為

何表現型仍然有差別，後來才發現可能是非去氧核醣核酸序列上的調控所致，

例如去氧核醣核酸甲基化。利用次世代定序快速且通量大的特性，研究員可以
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得知此物種(動植物或微生物)去氧核醣核酸甲基化情形。此外甲基化有組蛋白

的參與，所以也能了解物種內去氧核醣核酸以及蛋白質之交互作用的機制以

及後續導致之影響。 

1.2.3 高通量技術挑選基因之策略以及後續分析 

不少在癌症基因的研究有使用去氧核醣核酸微陣列以及次世代定序，主要有兩

個原因：第一是可得知特定癌症或其亞型基因表現量是否改變，再探討特定基因如

何調控；第二是可得知治療前後或是轉移位置不同…等一變因情況下基因表現量

是否改變[42]。因為高通量技術能快速得知大量基因資訊，所以選出適當的基因以

進行後續生物研究是關鍵的一步。常見的挑選方法有兩種：一種為監督式分析

(Supervised Analysis)，另一種為無監督式分析(Unsupervised Analysis)。使用監督式

分析前提是已知相關基因等知識，再針對相關知識，根據數據挑選適合的基因，而

無監督式分析則一開始不了解相關基因等知識，僅從數據挑選出基因[43]。監督式

分析相較無監督式分析成功挑選出適合基因的可行性較高，因為是從已知相關基

因等知識切入，然而先前已經有許多研究以監督式分析挑選基因，因此現今大多以

無監督式分析挑選，但如何挑選是一大學問。實驗室先前首先從去氧核醣核酸微陣

列找出差異表現基因(Differentially Expressed Genes, DEG)，接著使用 IPA(Ingenuity 

Pathway Analysis)從差異表現基因中，挑出前三個顯著被調控的細胞訊息傳遞途徑，

接著再以基因集富集分析(Gene Set Enrichment Analysis, GSEA)或是 sigPathway 驗

證是否該細胞訊息傳遞途徑被調控的趨勢和從 IPA 發現的一致。在確定特定細胞

訊息傳遞途徑後，先從原先去氧核醣核酸微陣列得知此細胞訊息傳遞途徑中有哪

些分子顯著被調控，接著額外蒐集臨床檢體以即時定量聚合酶連鎖反應驗證。在確

認特定基因後，先從其他網路上之資料庫確認該基因表現量改變是否會影響病人

存活率，再從臨床檢體使用免疫組織化學染色法(Immunohistochemical Stain, IHC)

驗證，並根據臨床上該基因表現量以及病人存活率畫圖，最後再和其他網路上之資

料庫的存活分析圖比較。 
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1.3 基因在癌症中所扮演的角色 

選出基因後，接著探討該基因對癌症細胞功能之影響。一般在癌細胞中基因依

照對癌細胞生長的影響可大致分兩種功能，一種是致癌功能，另一種是抑癌功能。

有致癌功能之基因若突變，則導致過度表現時會造成癌症發生。例如 EGFR 基因

突變而大量表現時會促進癌細胞腫瘤生成[44, 45]。有抑癌功能之基因主要為負責

調控細胞生長，當發現細胞中的基因因為外力因素而導致基因突變，這時有抑癌功

能之基因會活化其他基因啟動基因修復的功能，但若無法修復該基因，則啟動細胞

死亡的機制，例如 TP53 基因突變導致表現量下降則導致癌症的發生[46, 47]。 

1.3.1 CD36 在癌症中所扮演的腳色 

為了找尋新的與肺癌發生相關之基因，實驗室先前已經針對肺癌患者進行研究，

透過去氧核醣核酸微陣列以及生物資訊分析，例如 IPA…等等，後續分析發現 Axon 

Guidance 訊號傳遞途徑中的 SEM5A 表現量下降，病人存活率也會下降，因此

SEMA5A 低表現量可能在肺癌腫瘤生成扮演重要角色[6]，然而調控癌症細胞功能

之細胞訊號途徑很複雜，所以承接該研究發現的差異表現基因，以 Log 的差異倍

數(Fold Change)值大於 2.5 以及小於-2.5 之基因再次使用 IPA 發現相較於正常肺細

胞中，有 10 個可能在肺癌細胞中細胞功能有改變的之基因網絡(Network)，我挑選

排名第四的，因為前三的基因網絡顯示改變的細胞功能很常見，例如細胞增生或是

細胞死亡，所以我挑排名第四的基因網絡且在肺癌中 CD36 低表現量可能扮演重

要角色，有抑癌之功能，此外利用 Kaplan Meier Analysis 也發現 CD36 表現量低，

則病人的存活率也較低。先前許多研究透過細胞實驗甚至動物實驗指出 CD36 有

致癌之功能，例如在口腔癌[48]、子宮頸癌[49, 50]、乳癌[51-53]、胃癌[54-56]、卵

巢癌[57]、胰臟癌[58]、肝癌[59]以及食道癌[60]發現 CD36 和癌症之腫瘤形成、轉

移甚至抗藥性呈正相關。然而也有研究[61-64]發現相較周邊正常組織，在肺癌組織

CD36 表現量較低，因此有研究[65]藉由動物實驗發現將肺癌細胞株 LL2 打入老鼠
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體內，相較於野生型(Wild Type, WT)老鼠，CD36 基因剔除(Knock-Out, KO)老鼠長

的腫瘤較大且血管新生情形較強。另一篇研究[66]透過細胞實驗以及動物實驗指出

肺癌中 CD36 低表現量是因為肺癌的 CD36 甲基化程度高，若降低 CD36 甲基化程

度，則會抑制肺癌腫瘤生成，然而目前對 CD36 於肺癌中作為抑癌功能之詳細機制

仍不清楚。 

1.3.2 小分子核醣核酸介紹 

除了基因之外，許多研究也指出小分子核醣核酸在人類癌症中也扮演重要的角

色。小分子核醣核酸是細胞中不轉譯成蛋白質的短片段核醣核酸，小分子核醣核酸

也來自去氧核醣核酸，經過核醣核酸反轉錄酶(RNA Polymerase)產生核醣核酸後，

會產生小分子核醣核酸的前驅物 Pri-miRNA，然後再經過特定酵素作用，例如

Drosha 以及 Dicer，從 Pri-miRNA 到 Pre-miRNA 再到 Mature miRNA，且過程中會

由細胞核運送至細胞質。Mature miRNA 是單股，會依照本身的序列結合於特定信

使核醣核酸的 3’非轉譯區(Untranslated Region, UTR)上，並搭配核醣核酸誘導沉默

複合體 (RNA-Induced Silencing Complex, RISC)以分解信使核醣核酸或抑制其轉譯

作用[67]。 

1.3.3 小分子核醣核酸在癌症所扮演的角色 

研究發現小分子核醣核酸的表現量上升或下降可調控特定基因的表現，從而抑

制各種癌症的生長甚至轉移，例如 miR-148a 會藉由抑制 ROCK1 的表現量以抑制

胃癌的轉移能力[68]；miR-340 會藉由抑制致癌基因 C-Met 的表現量以抑制乳癌遷

移以及轉移能力 [69]；miR-342 藉由抑制去氧核醣核酸甲基化轉移酶 (DNA 

Methyltransferase)以抑制大腸癌的生長以及轉移能力[70]。有些小分子核醣核酸則

可增強細胞對抗癌藥物的敏感性，例如 miR-663b 在 Tamoxifen (TAM)抗性的乳癌

表現量會上升，因此抑制 miR-663b 表現量會提升乳癌對 TAM 的敏感性以抑制乳
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癌生長[71]，另外 miR-218-5p 會藉由抑制 PRKDC 表現量以增加肺癌細胞輻射敏感

性[72]。 

1.3.4 小分子核醣核酸在食道癌所扮演的角色 

也有許多文獻發現小分子核醣核酸在食道癌也扮演重要的角色，例如相較於健

康食道組織，miR-675-3p 的表現量在食道癌組織較高且會促進食道癌增生以及遷

移能力[73]。此外小分子核醣核酸的表現量可用於食道癌的診斷以及預後，例如相

較於正常組織，miR-148a-3p 的表現量在食道癌較低，且手術後 miR-148a-3p 的表

現量也會較手術前高[74]。小分子核醣核酸的表現量也與食道癌的復發有關，因此

可利用偵測血液中的小分子核醣核酸表現量作為食道癌患復發指標。例如 miR-

331-3p 的低表現量齊無復發存活率較低，且相較於沒有復發的病患中，miR-331-3p

表現量在有復發的病患較低[75]。也有研究發現小分子核醣核酸和食道癌的抗藥性

有關，例如 miR-125a-5p 會藉由抑制 STAT3 訊號途徑的活化以增加食道癌對

cisplatin 的敏感性[76]。因此為了瞭解小分子核醣核酸在台灣本土的食道癌病患中

所扮演的角色，實驗室先前已經發現 miR-338-5p 對食道癌生長以及抗藥性扮演重

要的角色[77]。然而調控癌症之細胞訊號途徑繁複，因此需要透過更多研究找尋新

的與食道癌發生相關之小分子核醣核酸並了解其機制。因此實驗室先前透過次世

代定序方法發現相較周邊正常組織，在食道癌組織中有 15 個平均表現量顯著差異

的小分子核醣核酸，接著利用即時定量聚合酶連鎖反應驗證指出其中有 8 個小分

子核醣核酸的平均表現量在腫瘤組織中比周邊正常組織來得高且有統計上的顯著

差異。最後再進一步探討此 8 個小分子核醣核酸表現量與病患存活的關聯性，結

果發現 miR-548ba 表現量高，則病人存活率較低。然而 miR-548ba 的文獻相當少，

目前尚無與癌症相關的研究，因此對於在食道癌中 miR-548ba 的相關機制仍不清

楚。 
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2. 基本原理以及目的 
使用高通量分析平台的優點為能迅速地得知龐大的基因資訊。因此實驗室先前

已經針對肺癌患者透過去氧核醣核酸微陣列以及生物資訊分析發現 Axon Guidance

訊號傳遞途徑中的 SEMA5A 低表現量可能在肺癌腫瘤生成扮演重要角色，然而不

會只因為單一細胞訊號途徑即調控癌症細胞功能，所以承接該研究發現的差異表

現基因，再次使用 IPA 發現相較於正常肺細胞，在肺癌中 CD36 低表現量可能扮演

重要角色。先前研究指出 CD36 有致癌之功能，然而在肺癌中發現 CD36 會抑制腫

瘤生成，有抑癌的功能，然而詳細機制目前仍不了解，因此本研究探討 CD36 低表

現量於肺癌生長之影響及機制。 

除了去氧核醣核酸微陣列，次世代定序也是常見的高通量技術。實驗室先前研

究發現 miR-338-5p 對食道癌生長以及抗藥性扮演重要的角色。然而癌症細胞訊號

途徑調控繁複，因此需要透過更多研究找尋新的與食道癌發生相關之小分子核醣

核酸並了解其機制。為了找出與食道癌發生有關的小分子核醣核酸，實驗室先前透

過次世代定序方法以及即時定量聚合酶連鎖反應驗證發現相較正常食道組織，

miR-548ba 在食道癌組織表現量較高，接著又發現 miR-548ba 表現量較高則病人存

活率較低。然而 miR-548ba 的文獻相當少，目前尚無與癌症相關的研究，因此對於

在食道癌中 miR-548ba 扮演的角色以及相關機制仍不清楚，因此本研究探討 miR-

548ba 高表現量於食道癌生長之影響及機制。 
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3. 材料與方法 

3.1 培養液配置 

3.1.1 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco) 

一包 DMEM 粉末以及 1.5 g碳酸氫鈉溶於滅菌之 900 ml 純水並使其攪拌均勻，

接著 pH 值調整至 7.2，再使用 0.22 μm 過濾杯(Merck)進行過濾，以 450 ml DMEM

溶液為單位分裝至有滅菌過的血清瓶中。在進行細胞培養前，分別加入 10 %胎牛

血清(Fetal Bovine Serum, FBS, Hyclone®, 50 ml)及 1 %盤尼西林–鏈黴素(Penicillin-

Streptomycin, PS, GIBCO, 5 ml)至 450 ml 無菌 DMEM 血清瓶並混合均勻後，保存

在 4 ℃冰箱中。 

3.1.2 RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640 - Gibco) 

一包 RPMI 粉末以及 2.0 g 碳酸氫鈉溶於滅菌之 900 ml 純水並使其攪拌均勻，

接著 pH 值調整至 7.2，再使用 0.22 μm 過濾杯(Merck)進行過濾，以 450 ml RPMI

溶液為單位分裝至有滅菌過的血清瓶中。在進行細胞培養前，分別加入 10 %胎牛

血清(Fetal Bovine Serum, FBS, Hyclone®, 50 ml)及 1 %盤尼西林–鏈黴素(Penicillin-

Streptomycin, PS, GIBCO, 5 ml)至 450 ml 無菌 RPMI 血清瓶並混合均勻後，保存在

4 ℃冰箱中。 

3.2 磷酸鹽緩衝生理食鹽水(Phosphate Buffered Saline, PBS)

配置 

8 g 的氯化鈉、0.2 g 的氯化鉀、1.42 g 的磷酸氫二鈉以及 0.24 g 的磷酸二氢鉀

溶於滅菌之 900 ml 純水並使其攪拌均勻，接著 pH 值調整至 7.2，再使用 0.22 μm

過濾杯(Steritop® filter, Merck)進行過濾，以 450 ml 磷酸鹽緩衝生理食鹽水溶液為

單位分裝至有滅菌過的血清瓶中，保存在 4 ℃冰箱中。 

3.3 細胞培養 
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3.3.1 人類胚胎腎臟細胞(HEK293T) 

在培養細胞前，將有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 DMEM、磷酸鹽緩衝生

理食鹽水以及 1X 胰蛋白酶(Trypsin)放置於 37 ℃水浴槽回溫約 15 分鐘。將細胞從

培養箱中取出並放入細胞操作台，首先抽吸舊的細胞培養液並捨棄，接著加入 5 ml

的磷酸鹽緩衝生理食鹽水清洗(稍微前後搖晃)，再抽吸磷酸鹽緩衝生理食鹽水並捨

棄。加入 1 ml 1X 胰蛋白酶(稍微前後搖晃)，並放入有恆溫 37 ℃且有 5 %二氧化碳

培養箱中等待細胞懸浮，約一分鐘後取出細胞並放入細胞操作台，接著加入 3 ml

的有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 DMEM 終止 1X 胰蛋白酶反應並離心 5 分

鐘(1000 轉)，接著抽吸上清液並捨棄且加入新的 5 ml 有胎牛血清以及盤尼西林–鏈

黴素之 DMEM 回溶底部細胞，接著取 1 ml 或 3 ml 之細胞液加入底部直徑 10 公分

或 15 公分的培養皿中，再加入 9 ml 或 17 ml 之有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素

之 DMEM 並稍微搖晃使細胞混勻，最後將培養皿放回培養箱中。 

3.3.2 人類肺癌細胞(CL1-0、CL1-4、H1299) 

在培養細胞前，將有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 RPMI、磷酸鹽緩衝生理

食鹽水以及 1X 胰蛋白酶(Trypsin)放置於 37 ℃水浴槽回溫約 15 分鐘。將細胞從培

養箱中取出並放入細胞操作台，首先抽吸舊的細胞培養液並捨棄，接著加入 5 ml

的磷酸鹽緩衝生理食鹽水清洗(稍微前後搖晃)，再抽吸磷酸鹽緩衝生理食鹽水並捨

棄。加入 1 ml 1X 胰蛋白酶(稍微前後搖晃)，並放入有恆溫 37 ℃且有 5 %二氧化碳

培養箱中等待細胞懸浮，約兩分鐘後取出細胞並放入細胞操作台，接著加入 3 ml

的有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 RPMI 終止 1X 胰蛋白酶反應並離心 5 分鐘

(1000 轉)，接著抽吸上清液並捨棄且加入新的 5 ml 有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴

素之 RPMI 回溶底部細胞，接著取 1 ml 之細胞液加入底部直徑 10 公分的培養皿或

T-75 培養瓶中，再加入 9 ml 之有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 RPMI 並稍微

搖晃使細胞混勻，最後將培養皿或培養瓶放回培養箱中。 
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3.3.3 人類食道癌細胞(KYSE70、KYSE410) 

在培養細胞前，將有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 RPMI、磷酸鹽緩衝生理

食鹽水以及 1X 胰蛋白酶(Trypsin)放置於 37 ℃水浴槽回溫約 15 分鐘。將細胞從培

養箱中取出並放入細胞操作台，首先抽吸舊的細胞培養液並捨棄，接著加入 5 ml

的磷酸鹽緩衝生理食鹽水清洗(稍微前後搖晃)，再抽吸磷酸鹽緩衝生理食鹽水並捨

棄。加入 1 ml 1X 胰蛋白酶(稍微前後搖晃)，並放入有恆溫 37 ℃且有 5 %二氧化碳

培養箱中等待細胞懸浮，約三分鐘後取出細胞並放入細胞操作台，接著加入 3 ml

的有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 RPMI 終止 1X 胰蛋白酶反應並離心 5 分鐘

(1000 轉)，接著抽吸上清液並捨棄且加入新的 5 ml 有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴

素之 RPMI 回溶底部細胞，接著取 1 ml 之細胞液加入底部直徑 10 公分的培養皿

中，再加入 9 ml 之有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 RPMI 並稍微搖晃使細胞混

勻，最後將培養皿放回培養箱中。 

3.3.4 人類食道癌細胞(CE81T、CE81T 1-4) 

在培養細胞前，將有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 DMEM、磷酸鹽緩衝生

理食鹽水以及 1X 胰蛋白酶(Trypsin)放置於 37 ℃水浴槽回溫約 15 分鐘。將細胞從

培養箱中取出並放入細胞操作台，首先抽吸舊的細胞培養液並捨棄，接著加入 5 ml

的磷酸鹽緩衝生理食鹽水清洗(稍微前後搖晃)，再抽吸磷酸鹽緩衝生理食鹽水並捨

棄。加入 1 ml 1X 胰蛋白酶(稍微前後搖晃)，並放入有恆溫 37 ℃且有 5 %二氧化碳

培養箱中等待細胞懸浮，約七分鐘後取出細胞並放入細胞操作台，接著加入 3 ml

的有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 DMEM 終止 1X 胰蛋白酶反應並離心 5 分

鐘(1000 轉)，接著抽吸上清液並捨棄且加入新的 5 ml 有胎牛血清以及盤尼西林–鏈

黴素之 DMEM 回溶底部細胞，接著取 1 ml 之細胞液加入底部直徑 10 公分的培養

皿中，再加入 9 ml 之有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 DMEM 並稍微搖晃使細

胞混勻，最後將培養皿放回培養箱中。 
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3.4 目標質體製備 

首先將 DH5α 從-80 ℃冰箱中取出並使之快速溶解至半溶狀態，接著將 1 μl 之

目標質體加入並稍微輕彈管子幾下使之混勻，接著放在冰上 15 分鐘，然後取 15 μl

均勻塗抹在有氨苄青黴素(Ampicillin, 100 μg/ml)之 Luria-Bertani (LB)培養基培養皿，

接著在 37 ℃細菌培養箱中培養 16 小時。培養完再利用微量吸管尖從前天培養細

菌之 Luria-Bertani 培養基培養皿勾取單一菌落至 3 ml 有氨苄青黴素(100 μg/ml)之

Luria-Bertani 培養基培養液，接著在 37 ℃細菌培養箱中培養 16 小時。培養完再將

前天培養細菌之Luria-Bertani培養基培養液倒入至300 ml有氨苄青黴素(100 μg/ml)

之 Luria-Bertani 培養基培養液，接著在 37 ℃細菌培養箱中培養 16 小時。培養完

再使用 PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen)抽取質體。 

3.5 慢病毒製備 

第一天先將 4 x 106 之 HEK293T 細胞和 25 ml 有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴

素之 DMEM 加入至底部直徑 15 公分之培養皿中，且在有恆溫 37 ℃以及 5 %二氧

化碳培養箱中培養 16 小時。第二天在細胞操作台且在避光條件下將 8 μg 目標質

體、6 μg psPAX2、2 μg pMD2.G、40 μl TransIT®-2020 (Mirus)以及 500 μl Opti-MEM 

(Gibco)混勻並靜置 20 分鐘，接著再分散加入至前一天培養之 HEK293T 中並於有

恆溫 37 ℃以及 5 %二氧化碳培養箱中培養 48 小時。將 48 小時的培養液全部收下

至 50 ml 離心管中，再補 25 ml 有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 DMEM，50 ml

離心管使用封口膜(Parafilm)包裹並保存於 4 ℃冰箱中。過 24 小時候將培養液全部

收下至前一天之 50 ml 離心管，先離心 5 分鐘(1000 轉)，再使用 30 ml 的針筒以及

0.45 μm 過濾器(Merck)過濾上清液，並以 250 μl 溶液為單位分裝再保存於-80 ℃冰

箱中。 

3.6 慢病毒感染 
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第一天在細胞操作台先將 CL1-0、CL1-5 以及 H1299 細胞和有胎牛血清以及盤

尼西林–鏈黴素之 RPMI 加入至 24 孔盤中，每孔加入 2 x 104細胞以及 1 ml 之 RPMI

並稍微搖晃使細胞混勻，接著在有恆溫 37 ℃以及 5 %二氧化碳培養箱中培養 16 小

時。第二天在細胞操作台先將 24 孔盤中每孔 50 μl 培養液吸出，再將保存於-80 ℃

冰箱中之慢病毒解凍回溫，24 孔盤中每孔再加入 50 μl 慢病毒以及 5 μl 聚凝胺

(Polybrene, Sigma-Aldrich)，並離心 1 小時(22 ℃，2300 轉)，再放回有恆溫 37 ℃以

及 5 %二氧化碳培養箱中培養 6 小時，接著抽吸 24 孔盤中每孔培養基並捨棄，在

細胞操作台加入新的 1 ml 有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 RPMI 並放回有恆

溫 37 ℃以及 5 %二氧化碳培養箱中培養 48 小時。 

3.7 小分子核醣核酸轉染 

第一天在細胞操作台先將 KYSE70、KYSE410、CE81T 以及 CE81T 1-4 細胞和

有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 RPMI 或 DMEM 加入至 6 孔盤中，每孔加入

2 x 105 細胞以及 3 ml 之 RPMI 或 DMEM 並稍微搖晃使細胞混勻，接著在有恆溫

37 ℃以及 5 %二氧化碳培養箱中培養 16 小時。第二天在細胞操作台且在避光條件

下將 10 nM 濃度的 miRNA mimic (圖爾思)或 mimic negative control (mirVana™ 

miRNA mimic, Negative Control #1, Thermo)、Lipofectamine® RNAiMAX (Invitrogen)

以及 Opti-MEM (Gibco)混勻並靜置 10 分鐘，接著再分散加入至前一天培養之

KYSE70、KYSE410、CE81T 以及 CE81T 1-4 中並於有恆溫 37 ℃以及 5 %二氧化

碳培養箱中培養 48 小時。 

3.8 核醣核酸萃取 

使用細胞培養方法將細胞全部收下至1.5 ml離心管後，再離心5分鐘(1000轉)，

接著抽吸上清液並捨棄，再加入 500 μl TRIzol™ (Invitrogen)和底部細胞混勻，接著

再加入 50 μl 1-溴-3-氯丙烷(Thermo)並使用震盪器混勻，再以 4 ℃ 13000 轉離心 10

分鐘。將上層透明液體轉移至新的 1.5 ml 離心管，加入 250 μl 異丙醇(Isopropanol, 
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IPA, Thermo)並混勻，然後再以 4 ℃ 13000 轉離心 10 分鐘，接著抽吸上清液並捨

棄，再加入 500 μl 75 %酒精，再以 4 ℃ 13000 轉離心 10 分鐘以清洗底部沉澱物，

接著抽吸上清液並捨棄且等待酒精揮發再加入 35 μl 無核酸酶水(Nuclease-Free 

Water, NFW, Qiagen)、4 μl RDD buffer (Qiagen)以及 1 μl 去氧核醣核酸酶(DNase Ι)

並混勻且先在 37 ℃反應 10 分鐘再 65 ℃反應 5 分鐘。反應完後加入 14 μl 3M 醋

酸鈉以及 100 μl 100 %酒精並混勻，再以 4 ℃ 13000 轉離心 10 分鐘，接著抽吸上

清液並捨棄，再加入 500 μl 75 %酒精，再以 4 ℃ 13000 轉離心 10 分鐘以清洗底部

沉澱物，接著抽吸上清液並捨棄且等待酒精揮發，以適量體積無核酸酶水回溶核醣

核酸。 

3.9 反轉錄聚合酶連鎖反應 

3.9.1 基因 

在微量離心管中加入 1000 ng 核醣核酸、0.5 μl RNaseOUT™ (Invitrogen)以及

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)並混勻再進行聚

合酶連鎖反應。基因聚合酶連鎖反應程序：1. 25 ℃ 10 分鐘，2. 37 ℃ 2 小時，3. 

85℃ 5 分鐘。 

3.9.2 小分子核醣核酸 

在微量離心管中加入 1000 ng 核醣核酸、1mM 脱氧核糖核苷三磷酸、10mM 二

硫蘇糖醇（Dithiothreitol, DTT）、1X 反轉錄試劑(Reverse Transcription buffer)、50 U

反轉錄酶(Reverse Transcriptase)、0.25 μM 反轉錄引子(Reverse Transcription primer)

以及 0.5 μl RNaseOUT™ (Invitrogen)並混勻再進行聚合酶連鎖反應。小分子核醣核

酸聚合酶連鎖反應程序：1. 16 ℃ 30 分鐘，2. 30℃ 30 秒，3. 42℃ 30 秒，4. 50℃ 1

秒，5. 2-4 60 cycle，6. 85℃ 5 分鐘。使用的引子如表一。 

3.10 即時定量聚合酶連鎖反應 
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3.10.1 基因 

在 96 孔盤中加入 50 ng 核醣核酸、7.5 μl PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 

(Applied Biosystems)、4 μl 目標基因之正向引子(Forward primer)和反向引子(Reverse 

primer)以及 1.5 μl 無核酸酶水並混勻再進行即時定量聚合酶連鎖反應。基因即時定

量聚合酶連鎖反應程序：1. 50 ℃ 2 分鐘，2. 95 ℃ 10 分鐘，3. 95℃ 15 秒，4. 60℃ 

1 分鐘，5. 2-4 40 cycle。使用引子如表二。 

3.10.2 小分子核醣核酸  

在 384 孔盤中加入 50 ng 核醣核酸、1X KAPA PROBE FAST qPCR Master Mix 

(Kapa Biosystems)、1 μM 目標小分子核醣核酸之正向引子以及 0.1 μl Universal Probe 

#21 (ROCHE)並混勻再進行即時定量聚合酶連鎖反應。小分子核醣核酸即時定量聚

合酶連鎖反應程序：1. 95 ℃ 10 分鐘，2. 95 ℃ 5 秒，3. 60℃ 10 秒，4. 72℃ 1 秒，

5. 2-4 40 cycle。使用引子如表三。 

3.11 蛋白質萃取 

加入 10X RIPA lysis buffer (Merck)、200 mM 正钒酸钠(Sodium Orthovanadate, 

Na3VO4)、200 mM 五水 beta-甘油磷酸钠(β- Glycerophosphate, β-GP)以及蛋白酶抑

制劑(Protease inhibitors, PI)並混勻以製備 1X modified RIPA lysis buffer。使用細胞

培養方法將細胞全部收下至 1.5 ml 離心管後，再離心 5 分鐘(1000 轉)，接著抽吸

上清液並捨棄再加入冰冷磷酸鹽緩衝生理食鹽水清洗兩次，加入 200 μl 1X modified 

RIPA lysis buffer 和底部細胞混勻，再使用超音波盪儀將 1.5 ml 離心管內的細胞裂

解液震盪，再以 4 ℃ 13000 轉離心 10 分鐘，將上層透明液體轉移至新的 1.5 ml 離

心管。 

3.12 西方墨點法 
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3.12.1 十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳(Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis , SDS-PAGE)配置 

將 4 ml 純水、3.3 ml 30 %雙丙烯醯安(Acrylamide/Bis solution, Bio Rad)、2.5 ml 

1.5 M pH 8.8 三羥甲基胺基甲烷緩衝液(Tris buffer)、0.1 ml 10 %十二烷基硫酸鈉溶

液(SDS buffer)、0.1 ml 10 %過硫酸銨(Ammonium Persulfate, APS)以及 4 μl 四甲基

乙二胺(TEMED)混勻以製備 10 %下膠(Resolving Gel)。將 2.1 ml 純水、0.5 ml 30 %

雙丙烯醯安、0.38 ml 1.5 M pH 6.8 三羥甲基胺基甲烷緩衝液、30 μl 10 %十二烷基

硫酸鈉溶液、30 μl 10 %過硫酸銨以及 3 μl 四甲基乙二胺混勻以製備 5 %上膠

(Stacking Gel)。 

3.12.2 跑膠 

使用 Bradford Assay 進行蛋白質定量，將 40 ng 之蛋白質液、4X 上樣緩衝液

(Sample Loading Dye)以及 1X modified RIPA lysis buffer 混勻並以 100 ℃加熱 15 分

鐘以製備蛋白質樣本。接著先將十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳架於西方墨

點法樣品槽，並加入 1X 十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳電泳緩衝液(Running 

Buffer)，再將樣本加入十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳以電壓 70 伏特跑膠，

當樣本差不多跑至下膠時則以電壓 120 伏特跑膠。上樣緩衝液有溴酚藍

(Bromophenol Blue)，使樣本呈現藍色，因此當溴酚藍跑出下膠即可停止跑膠。 

3.12.3 轉漬 

先使用甲醇活化聚偏二氟乙烯（Polyvinylidene Difluoride, PVDF），接著在濕式

轉漬槽之卡夾內先放上 3 張已經泡過 1X 轉漬緩衝液(Transfer buffer)之濾紙，再放

上下膠，接著為已活化之聚偏二氟乙烯，最後再放上 3 張已經泡過 1X 轉漬緩衝液

之濾紙，接著使用滾輪將空氣排出再將卡夾放至濕式轉漬槽以 4 ℃ 400 mA 轉漬

70 分鐘。 
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3.12.4 免疫染色 

先將轉印完之聚偏二氟乙烯以有 5%脫脂牛奶之三羥甲基胺基甲烷–聚山梨醇

酯 20 緩衝液(TBST)浸泡 1 小時，接著再加入有目標基因一級抗體之三羥甲基胺基

甲烷–聚山梨醇酯 20 緩衝液(1：1000) 4 ℃反應 16 小時。隔天三羥甲基胺基甲烷–

聚山梨醇酯 20 緩衝液清洗 10 分鐘且清洗 3 次，再加入特定物種二級抗體之三羥

甲基胺基甲烷–聚山梨醇酯 20 緩衝液(1：5000)室溫反應 1 小時，接著使用三羥甲

基胺基甲烷–聚山梨醇酯 20 緩衝液清洗 10 分鐘且清洗 3 次，最後以電致化學發光

(Electrochemiluminescence, ECL)激發出光並拍照。 

3.13 細胞增生實驗 

第一天在細胞操作台先將 CL1-0、CL1-5、H1299、KYSE70、KYSE410、CE81T

以及 CE81T 1-4 細胞以及有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 RPMI 或 DMEM 加

入至 24 孔盤中，每孔加入 1 x 104 細胞以及 1 ml 之 RPMI 或 DMEM 並稍微搖晃

使細胞混勻，接著在有恆溫 37 ℃以及 5 %二氧化碳培養箱中培養 6、24、48、72

以及 96 小時。在每個觀測時間點先抽吸培養基並捨棄，再加入濃度為 0.5 mg/ml

的溴化-3-(4,5-二甲基-2-噻唑)（3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium 

Bromide, MTT, Sigma）試劑，並放入有恆溫 37 ℃以及 5 % 二氧化碳培養箱中培養

2 小時，之後先抽吸溴化-3-(4,5-二甲基-2-噻唑)溶液並捨棄再加入二甲基亞碸

（Dimethyl sulfoxide, DMSO）並避光搖晃 10 分鐘，最後再利用 酵素免疫分析儀

(ELISA Reader)檢測波長 570nm 的吸光值。 

3.14 細胞遷移實驗(Transwell Assay) 

第一天在細胞操作台先將 CL1-0、CL1-5、H1299、KYSE70、KYSE410、CE81T

以及 CE81T 1-4 細胞和只有盤尼西林–鏈黴素之 RPMI 或 DMEM 加入至底面直徑

為 6 公分的培養皿中，且在有恆溫 37 ℃以及 5 %二氧化碳培養箱中培養 16 小時。

第二天使用細胞培養方法將細胞全部收下至 5 ml 離心管後，細胞以 1 x 105 和 200 

https://en.wikipedia.org/wiki/Numeral_prefix
https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl_group
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl_group
https://en.wikipedia.org/wiki/Bromide
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μl 只有盤尼西林–鏈黴素之 RPMI 或 DMEM 加入至 Transwell 膜上(24-well insert, 8 

μm pore size, Corning)，再把膜放置 24 孔盤中且膜下放入 700 μl 有胎牛血清以及盤

尼西林–鏈黴素之 RPMI 或 DMEM，最後於有恆溫 37 ℃以及 5 %二氧化碳培養箱

中培養 16 小時。隔天加入 700 μl 的固定液(冰醋酸與甲醇)固定膜上細胞，再利用

0.5%的結晶紫(Crystal Violet)將細胞染色並用棉花棒將膜上細胞刮掉，最後使用冰

醋酸回溶結晶紫並利用酵素免疫分析儀檢測波長 570nm 的吸光值。 

3.15 細胞凋亡實驗 

使用細胞培養方法將細胞全部收下至 5 ml 離心管後，先離心 15 分鐘(2200 轉)，

接著抽吸上清液並蒐集再以磷酸鹽緩衝生理食鹽水清洗兩次並同樣蒐集。接著使

用 FITC annexin Ⅴ apoptosis detection kit (BD Parmingen)染劑作用 15 分鐘後過篩，

並用流式細胞儀(Beckman Coutler FC500)偵測凋亡的細胞比例。 

3.16 細胞群落形成實驗(Colony Formation Assay) 

第一天在細胞操作台先將細胞和有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 DMEM

加入至 6 孔盤中，且在有恆溫 37 ℃以及 5 %二氧化碳培養箱中培養 14 天。14 天

後，先抽吸培養液並捨棄，再加入 1 ml 的固定液(冰醋酸與甲醇)固定細胞。接著使

用清水清洗，再利用 0.5%的結晶紫將細胞染色，最後再計算染色的細胞群落。 

3.17 細胞葡萄糖吞噬實驗 

第一天在細胞操作台先將 CL1-0 細胞和有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之

RPMI 加入至底面直徑 6 公分的培養皿中，且在有恆溫 37 ℃以及 5 %二氧化碳培

養箱中培養 6 小時。6 小時使細胞貼附，再用磷酸鹽緩衝生理食鹽水清洗並加入新

的有胎牛血清以及盤尼西林–鏈黴素之 RPMI，且以換培養基的時間點作為 0 小時，

再培養 18 小時。最後只收 0 小時以及 18 小時的培養基以及細胞，並使用 Glucose 

Assay Kit (Sigma)偵測培養基中葡萄糖含量。 

3.18 統計方法 
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本研究中所有實驗皆為三重複之平均值，數據以平均值還有標準差表示。所有

的統計皆以同質性 Two tails Unpaired T-test 進行比較，以 P<0.05 代表統計上有顯

著差異。 
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4. 結果 

4.1 偵測 CD36 在不同肺癌細胞之表現量 

實驗室先前在 SEMA6A 的研究使用 CL1-0 以及 CL1-5，此外一般用於肺癌研

究的細胞為 H1299，所以首先偵測 CD36 在這三株肺癌細胞之相對內生性表現量。

由圖一可看出 CL1-0 CD36 內生性表現量最高，在 CL1-5 以及 H1299 CD36 內生性

表現量都很低。為了得知基因對細胞功能的影響，首先會改變細胞內該基因的表現

量，接著偵測細胞增生能力、遷移能力等細胞功能是否改變。因為 CL1-0 CD36 內

生性表現量高，所以先 CD36 基因靜默再偵測細胞功能，相反的因為 CL1-5 以及

H1299 CD36 內生性表現量低，所以先 CD36 大量表現再偵測細胞功能，其中以

CL1-5 為主，H1299 為輔。 

4.2 在 CL1-0 以及 CL1-5 改變 CD36 核醣核酸以及蛋白質表現

量 

首先使用即時定量聚合酶連鎖反應驗證分別將CD36基因靜默之質體(shCD36)

以及 CD36 大量表現之質體(OE CD36)送入細胞後，CD36 的核醣核酸表現量是否

會改變。pvoid 以及 pCDH 分別是 CD36 基因靜默之質體以及 CD36 大量表現之質

體的控制組。由結果發現 CD36 基因靜默則 CL1-0 CD36 核醣核酸表現量下降約 3

成(圖二 A)，CD36 大量表現則 CL1-5 CD36 核醣核酸表現量有顯著提升(圖二 B)。

因為即時定量聚合酶連鎖反應只能得知基因的核醣核酸表現量，此外核醣核酸會

轉譯成蛋白質，然而基因的核醣核酸表現量改變，蛋白質表現量未必會改變，所以

再使用西方墨點法並使用 CD36 抗體驗證是否 CD36 蛋白質的表現量也會改變。先

前使用此抗體的研究指出 CD36 蛋白質分子量約 100 kDa，再加上先前用即時定量

聚合酶連鎖反應得知 CL1-0 以及 CL1-5 CD36 相對內生性表現量，所以由圖二 C

以及 E 發現在蛋白質分子量約 100 kDa 的位置，CL1-0 pvoid 確實有蛋白質被 CD36

抗體偵測出，但在 CL1-5 pCDH 則沒有蛋白質被 CD36 抗體偵測出，因此推測在蛋
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白質分子量約 100 kDa 被偵測出的蛋白質為 CD36。由圖二 C 以及 D 發現 CD36 基

因靜默則 CL1-0 CD36 蛋白質表現量下降約 1 至 2 成，而 CD36 大量表現則 CL1-5 

CD36 蛋白質有顯著提升(圖二 E)。為了更進一步確認蛋白質分子量約 100 kDa 被

偵測出的蛋白質真的是 CD36，因此再使用 His 抗體驗證。pvoid、pCDH、CD36 基

因靜默之質體以及 CD36 大量表現之質體四個質體中只有 CD36 大量表現之質體

會表現 His 蛋白質，此外 293T CD36 內生性表現量低所以當作負控制組，有轉染

CD36 大量表現之質體之 293T (Transfected 293T)當作正控制組。由圖二 F 發現首

先在蛋白質分子量約 100 kDa，負控制組沒有蛋白質被 His 抗體偵測出，而正控制

組在蛋白質分子量約 100 kDa 有一群蛋白質被 His 抗體偵測出，以被 His 抗體偵測

到最多的蛋白質，即蛋白質帶(Band)顏色最深的當作主要蛋白質帶(Major Band，以

紅色的箭頭標示)，且也只有 CD36 大量表現之質體組別在蛋白質分子量約 100 kDa

才有蛋白質被 His 抗體偵測出，因此應證前面使用 CD36 抗體壓出來的結果(圖二

C 以及 E)。綜合來說，從核醣核酸以及蛋白質層級來看，可透過質體改變 CD36 表

現量。 

4.3 探討在不同肺癌細胞中 CD36 對細胞增生能力以及死亡速

率的影響 

接著探討 CD36 對肺癌細胞功能的影響，首先探討細胞增生能力的影響。結果

發現 CD36 基因靜默顯著地抑制 CL1-0 的增生能力，然而 CD36 大量表現不會改

變 CL1-5 的增生能力(圖三 A 以及 B)。雖然 H1299 CD36 內生性表現量也低，但是

CD36 大量表現下降約 1 成 H1299 增生能力(圖三 C)。因為 CD36 基因靜默會抑制

CL1-0 增生能力，而 CD36 大量表現不會改變 CL1-5 增生能力，所以使用流式細胞

儀進行細胞凋亡實驗驗證是否 CD36 基因靜默會促進 CL1-0 死亡速率，而 CD36 大

量表現不會改變 CL1-5 死亡速率。由圖三 D–F 發現 CD36 基因靜默反而會減緩

CL1-0 約 1 成死亡速率，然而 CD36 大量表現並不會改變 CL1-5 死亡速率。綜合來
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看，雖然 CD36 基因靜默會抑制 CL1-0 增生能力，但 CL1-0 死亡速率變慢；CD36

大量表現不會改變 CL1-5 增生能力也不會改變 CL1-5 死亡速率，然而 CD36 大量

表現卻會抑制 H1299 增生能力。 

4.4 探討在不同肺癌細胞中 CD36 對細胞遷移能力的影響 

除了細胞增生能力以及死亡速率會影響癌細胞生長外，細胞遷移能力也會影響

癌細胞生長，因此接著探討 CD36 對肺癌細胞遷移能力的影響。使用 Transwell 發

現 CD36 基因靜默會促進 CL1-0 約 4 成遷移能力，然而 CD36 大量表現不會改變

CL1-5 以及 H1299 的遷移能力(圖四 A–C)。 

4.5 探討 CD36 對 CL1-0 葡萄糖吞噬以及醣解作用活性的影響 

細胞功能改變，細胞訊息傳遞路徑可能也會改變，此外先前研究[78]指出在大

腸癌 CD36 表現量下降且促進大腸癌葡萄糖吞噬並活化醣解作用活性，所以測試

是否在 CL1-0 CD36 基因靜默後也會促進葡萄糖吞噬並活化醣解作用活性。首先探

討 CD36 對 CL1-0 葡萄糖吞噬的影響，由圖五 A 發現 CD36 基因靜默則 CL1-0 減

少 3 成葡萄糖吞噬。接著探討 CD36 對 CL1-0 醣解作用的影響。醣解作用是葡萄

糖經過許多酵素反應後產生丙酮酸(Pyruvate)。丙酮酸可以再經由酵素作用產生乳

酸(Lactate)。為了偵測醣解作用活性是否改變，可偵測相關酵素核醣核酸表現量是

否改變，此外在眾多酵素當中，丙酮酸激酶(Pyruvate Kinase M1/2, PKM)是速率限

制酵素，其功能為產生丙酮酸。因此我選擇丙酮酸激酶以及產生乳酸的所需之酵素

乳酸脫氫酶(Lactate Dehydrogenase A, LDHA)進行即時定量聚合酶連鎖反應，測試

CD36 基因靜默是否會促進丙酮酸激酶以及乳酸脫氫酶核醣核酸表現量。由圖五 B

以及 C 發現 CD36 基因靜默反而會抑制丙酮酸激酶以及乳酸脫氫酶核醣核酸表現

量。綜合來看，CD36 基因靜默會減少 CL1-0 葡萄糖吞噬以及抑制醣解作用活性。 

4.6 偵測 miR-548ba 在不同食道癌細胞之表現量 

實驗室先前在食道癌的研究使用 KYSE70、KYSE410、CE81T 以及 CE81T 1-
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4，所以首先偵測 miR-548ba 在這四株食道癌細胞之相對內生性表現量。由圖六 A

發現在這四株細胞 miR-548ba 表現量都偏低且 CT 值都約 38 (圖六 B)。為了得知

小分子核醣核酸對細胞功能的影響，首先改變細胞內該小分子核醣核酸的表現量，

接著偵測細胞增生能力、遷移能力等細胞功能是否改變。 

4.7 在不同食道癌細胞改變 miR-548ba 核醣核酸表現量 

因為 KYSE70、KYSE410、CE81T 以及 CE81T 1-4 miR-548ba 內生性表現量都

很低，因此首先使用即時定量聚合酶連鎖反應驗證分別將 miR-548ba mimic 送入四

株食道癌細胞後，miR-548ba 的核醣核酸表現量是否會改變。NC 是控制組。由圖

七 A–D 發現這四株細胞分別處理 miR-548ba mimic 後，miR-548ba 核醣核酸表現

量都有顯著提升。 

4.8 探討在不同食道癌細胞中miR-548ba對細胞增生能力的影

響 

接著探討 miR-548ba 大量表現對食道癌細胞功能的影響，首先探討細胞增生能

力的影響。由圖八 A–D 發現 miR-548ba 大量表現只會促進 CE81T 約 1 至 2 成的

增生能力，接著再使用細胞群落形成實驗也發現miR-548ba大量表現會增加CE81T

約 1.2 成的細胞群落數目(圖八 E 以及 F)。 

4.9 探討 miR-548ba 對 CE81T 細胞遷移能力的影響 

既然 miR-548ba 大量表現只會促進 CE81T 增生能力，此外細胞增生能力會影

響癌細胞生長外，細胞遷移能力也會影響癌細胞生長，接著探討 miR-548ba 大量表

現對 CE81T 遷移能力的影響。由圖九可知 miR-548ba 大量表現並不會改變 CE81T

的遷移能力。綜合來說，由細胞實驗發現 miR-548ba 大量表現只會促進 CE81T 增

生能力並不會改變 CE81T 遷移能力。 

4.10 探討 miR-548ba 可能的目標基因 
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因為 miR-548ba 大量表現只會促進 CE81T 增生能力，此外小分子核醣核酸會

依照自身序列以結合特定信使核醣核酸，並抑制該信使核醣核酸轉譯或是使該信

使核醣核酸被分解，所以接著要探討 miR548ba 可能的目標基因為何。先前有研究

[79]發現在人類卵巢顆粒細胞中，透過即時定量聚合酶連鎖反應以及螢光素酶檢測

法(Luciferase assay)發現 LIFR 是 miR-548ba 的直接目標基因，因此測試 miR-548ba

大量表現是否會抑制 LIFR 核醣核酸表現量。由圖十 A 發現 miR-548ba 大量表現反

而會促進 LIFR 約 1.3 成核醣核酸表現量。因為 miR-548ba 大量表現會促進 LIFR

核醣核酸表現量，所以接著使用三個不同預測小分子核醣核酸目標基因的網路上

資料庫，分別是 TargetScan、MIRDIP 以及 MIRDB 進行預測，並以文氏圖顯示在

三個不同網路上資料庫中都有被預測到的基因。由圖十 B 發現共有 130 個基因在

三個不同的網路上資料庫都有被預測到，我先以前 10 個被預測之基因(圖十 C)進

行即時定量聚合酶連鎖反應，然而「C5orf15」為開放閱讀框(Open Reading Frame, 

ORF)，因此只會以剩下九個基因進行即時定量聚合酶連鎖反應，測試 miR-548ba

大量表現是否有基因表現量會顯著下降。由圖十 D–L 發現 miR-548ba 大量表現只

會抑制 MOB1B 核醣核酸表現量，然而 MOB1B 是否為 miR-548ba 直接目標基因仍

需透過螢光素酶檢測法驗證。 
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5. 討論 

5.1 探討 CD36 基因靜默會促進 CL1-0 遷移能力，但 CD36 大

量表現不會改變 CL1-5 遷移能力的原因 

先前研究[80]以細胞的侵襲(Invasion)能力將 CL1 細胞分出 CL1-0、CL1-1、CL1-

2、CL1-3、CL1-4 以及 CL1-5，在這六株細胞株中 CL1-5 侵襲能力最好 CL1-0 侵

襲能力最差。在我的研究中發現 CD36 基因靜默則會促進 CL1-0 的遷移能力，然

而 CD36 大量表現則不會改變 CL1-5 的遷移能力。CD36 在許多研究[48-60]中發現

有致癌的功能，然而也有研究[65, 66, 78, 81, 82]發現 CD36 有抑癌的功能。先前的

研究指出 CD36 會和 Thrombospondin 2 結合[83]。另一篇研究發現 CD36 或 

Vitronectin Receptor 會分別和 Thrombospondin 2 結合，其中以和 Vitronectin Receptor

結合為主，和 CD36 結合為次之，且不論和 CD36 或 Vitronectin Receptor 結合後都

會促進 MAPK 訊號途徑的活化以促進胰臟癌轉移能力[84]。然而 CL1-0 與 CL1-5

相較之下內生性之 Thrombospondin 2 以及 Vitronectin Receptor 表現量較高[85]。因

此 CD36 低表現量如何調控肺癌遷移能力仍然未知，需更多研究探討。 

5.2 探討 CD36 低表現量於肺癌扮演重要角色的原因 

先前研究在臨床上[61-64]以及實驗室先前研究[6]中發現 CD36 低表現量可能

在肺癌中扮演重要的角色，然而根據我的研究結果指出 CD36 在不同肺癌細胞中

對細胞生理功能造成不同的影響，因為先前研究不清楚 CD36 低表現量在肺癌中

的調控機制，所以從其他癌症之先前文獻進行探討。有研究[82]發現乳癌細胞中

CD36 表現量較周邊正常組織低，該研究也發現相較正常組織的纖維母細胞，乳癌

組織的纖維母細胞 CD36 表現量低。屬於結締組織中的纖維母細胞(Fibroblast)是構

成乳房很重要的細胞，已經有研究發現腫瘤微環境中，纖維母細胞會影響癌細胞生

理功能[86]，因此另一篇研究[81]發現 CD36 低表現量的纖維母細胞會釋放 Activin 

A，且將 CD36 低表現量的纖維母細胞以及乳癌細胞共培養發現會促進乳癌細胞的
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增生能力以及增加細胞群落數目。在臨床上也發現 Activin A 高表現量可能在肺癌

扮演重要的腳色[87, 88]。纖維母細胞除了在乳房之外，在肺部也有，因此有研究

針對肺癌的纖維母細胞探討轉錄體層級改變和肺癌發生之關聯[89]，因此後續研究

可針對纖維母細胞和肺癌細胞共培養以探討纖維母細胞、Activin A 以及 CD36 對

肺癌的發生影響以及相關機制。 

5.3 探討 CD36 對癌症醣解作用的影響 

先前研究發現[80]CL1-0 細胞侵襲能力較弱，CL1-5 細胞侵襲能力較強，此外

有研究發現[90]CL1-0 利用較少葡萄糖以及產生較少乳酸，CL1-5 利用較多葡萄糖

以及產生較多乳酸，再加上在大腸癌研究發現[78]，CD36 表現量下降會透過醣解

作用活化以促進大腸癌腫瘤生成。因此我推測隨著 CD36 表現量下降，CL1 系列細

胞株葡萄糖吞噬增加，醣解作用活性越強，CL1 系列細胞株侵襲能力越強。然而根

據我的研究發現 CD36 基因靜默反而減少 CL1-0 葡萄糖吞噬，此結果與預測之假

說不同。從先前文獻中發現卵巢癌細胞[57]會藉由 CD36 基因靜默會透過抑制

AMPK 訊號途徑以抑制卵巢癌細胞醣解作用活性，另外在肝癌[59]的研究也發現

CD36基因靜默會透過抑制Src/PI3K/AKT訊號途徑以抑制肝癌細胞醣解作用活性，

這些研究表示 CD36 在不同的癌症細胞對於糖解作用會截然不同的影響。我的研

究也發現醣解作用相關的基因核醣核酸表現量下降，由此可知 CD36 基因靜默會

抑制 CL1-0 醣解作用活性。然而目前在肺癌如何經由 CD36 調控醣解作用之相關

機制仍需進一步做研究。 

5.4 探討在食道癌 LIFR 不是 miR-548ba 直接目標基因的原因 

先前研究[79]在卵巢顆粒細胞發現透過即時定量聚合酶連鎖反應以及螢光素

酶檢測法證實 LIFR 是 miR-548ba 的直接目標基因，所以在我的研究中想探討在

CE81T LIFR 是否也是 miR-548ba 的直接目標基因，然而當 miR-548ba 大量表現反

而 LIFR 核醣核酸表現量反而會上升，此外也發現 LIFR 之高表現量在食道癌扮演
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重要角色[91-93]，因此推測在 CE81T LIFR 可能有受其他未知機制進行調控而提升

表現量，而 miR-548ba 非主要調控者。先前研究發現[94]除了小分子核醣核酸之外，

非編碼核醣核酸中的環狀核醣核酸(CircRNA)以及長鏈非編碼核醣核酸(Long non-

coding RNA, LncRNA)也會和信使核醣核酸結合，因此同一條信使核醣核酸除了被

特定小分子核醣核酸結合外，也有可能被特定長鏈非編碼核醣核酸結合以調控癌

症生理功能[95, 96]。例如有研究發現在乳癌 LncRNA-CTD-2108O9.1 會結合 LIFR

的信使核醣核酸以促進 LIFR 核醣核酸以及蛋白質表現量[97]，另外在胃癌的研究

發現 LncRNA-LOWEG 會結合 LIFR 的信使核醣核酸以促進 LIFR 核醣核酸以及蛋

白質表現量[98]。因此我使用「ENCORI」找到在食道癌中有 11 個長鏈非編碼核醣

核酸可能會和 LIFR 結合，其中有 8 個長鏈非編碼核醣核酸表現量和 LIFR 表現量

呈正相關。非編碼核醣核酸除了會調控信使核醣核酸表現量之外，也會和小分子核

醣核酸結合以抑制小分子核醣核酸表現進而調控小分子核醣核酸之目標基因表現

量，以調控癌症生理功能，稱為小分子核醣核酸海綿(miRNA Sponge)[99-101]。使

用「ENCORI」進行預測發現先前發現的 8 個長鏈非編碼核醣核酸都不會和 miR-

548ba 結合，然而是否會結合可以透過螢光素酶檢測法驗證。綜合以上推測在食道

癌 LIFR 可能透過其他機制調控，且 LIFR 並非 miR-548ba 直接目標基因。  
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6. 結論 
在細胞增生能力實驗當中 CD36 基因靜默會抑制 CL1-0 增生能力，然而 CD36

大量表現不會改變 CL1-5 的增生能力，但 CD36 大量表現會抑制 H1299 的增生能

力。在細胞遷移能力實驗當中使用 Transwell 發現 CD36 基因靜默會促進 CL1-0 遷

移能力，然而 CD36 大量表現不會改變 CL1-5 以及 H1299 的遷移能力。在細胞凋

亡實驗當中 CD36 基因靜默會降低 CL1-0 死亡速率，然而 CD36 大量表現不會改

變 CL1-5 的死亡速率。最後 CD36 基因靜默會減少 CL1-0 吞噬之葡萄糖量以及抑

制醣解作用活性。綜合來看，CD36 在不同肺癌細胞中所造成之細胞生理功能的影

響也不同。 

miR-548ba大量表現會促進CE81T的增生能力以及增加CE81T細胞群落數目，

但不會改變 CE81T 遷移能力。接著由網路上預測小分子核醣核酸目標基因的資料

庫以及即時定量聚合酶連鎖反應驗證發現，MOB1B可能是miR-548ba的目標基因，

然而 MOB1B 是否是 miR-548ba 的直接目標基因仍需後續實驗驗證。 
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圖 

 
圖一、使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測不同肺癌細胞 CD36 相對內生性表現量，

且以 CL1-0 CD36 內生性表現量為基準。*** p < 0.001。  
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圖二、改變 CL1-0 以及 CL1-5 CD36 表現量。(A)使用即時定量聚合酶連鎖反應偵

測在 CL1-0 CD36 基因靜默之 CD36 核醣核酸表現量。(B)使用即時定量聚合酶連

鎖反應偵測在 CL1-5 CD36 大量表現之 CD36 核醣核酸表現量改變。(C)使用 CD36

抗體偵測在 CL1-0 CD36 基因靜默之 CD36 蛋白質表現量改變。(D)以 Actin 表現量

為基準，量化(C)之西方墨點法結果。(E)使用 CD36 抗體偵測在 CL1-5 CD36 大量

表現之 CD36 蛋白質表現量改變。(F)使用 His 抗體偵測 CL1-0 CD36 基因靜默以及

CL1-5 CD36 大量表現之 CD36 蛋白質表現量。* p < 0.05，*** p < 0.001。  
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圖三、CD36 對 CL1-0、CL1-5 以及 H1299 細胞增生能力以及死亡速率的造成不同

影響。(A)使用溴化-3-(4,5-二甲基-2-噻唑)試劑偵測 CD36 基因靜默對 CL1-0 細胞

增生能力影響。(B)使用溴化-3-(4,5-二甲基-2-噻唑)試劑偵測CD36大量表現對CL1-

5 細胞增生能力影響。(C)使用溴化-3-(4,5-二甲基-2-噻唑)試劑偵測 CD36 大量表現

對 H1299 細胞增生能力影響。(D)使用流式細胞儀偵測 CD36 基因靜默對 CL1-0 細

胞死亡速率影響。(E)使用流式細胞儀偵測 CD36 大量表現對 CL1-5 細胞死亡速率

影響。(F)使用 PI 以及 Annexin-Ⅴ染色之偵測 CD36 分別對 CL1-0 以及 CL1-5 細胞

死亡速率影響的流式細胞儀代表圖。* p < 0.05，** p < 0.01，*** p < 0.001。  
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圖四、CD36 對 CL1-0、CL1-5 以及 H1299 細胞遷移能力造成不同影響。(A)使用

Transwell 偵測 CD36 基因靜默對 CL1-0 細胞遷移能力影響。(B)使用 Transwell 偵

測 CD36 大量表現對 CL1-5 細胞遷移能力影響。(C)使 Transwell 偵測 CD36 大量表

現對 H1299 細胞遷移能力影響。* p < 0.05，** p < 0.01，*** p < 0.001。  



doi:10.6342/NTU202203990

36 
 

 

 

圖五、CD36 對 CL1-0 葡萄糖吞噬以及醣解作用活性影響。(A)偵測 CD36 基因靜

默對 CL1-0 葡萄糖吞噬影響。(B)使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測 CD36 基因靜

默之丙酮酸激酶核醣核酸表現量。(C)使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測 CD36 基

因靜默之乳酸脫氫酶核醣核酸表現量。* p < 0.05，*** p < 0.001。  
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圖六、使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測不同食道癌細胞 miR-548ba 內生性表現

量。(A) miR-548ba 相對內生性表現量，且以 U6B 表現量為基準。(B) miR-548ba CT

值。  
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圖七、改變 KYSE70、KYSE410、CE81T 以及 CE81T 1-4 miR-548ba 核醣核酸表

現量。(A)使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測在 KYSE70 miR-548ba 大量表現之

miR-548ba 核醣核酸表現量。(B)使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測在 KYSE410 

miR-548ba 大量表現之 miR-548ba 核醣核酸表現量。(C)使用即時定量聚合酶連鎖

反應偵測在 CE81T miR-548ba 大量表現之 miR-548ba 核醣核酸表現量。(D)使用即

時定量聚合酶連鎖反應偵測在 CE81T 1-4 miR-548ba 大量表現之 miR-548ba 核醣核

酸表現量。*** p < 0.001。  
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圖八、miR-548ba 對 KYSE70、KYSE410、CE81T 以及 CE81T 1-4 細胞增生能力

影響。(A)使用溴化-3-(4,5-二甲基-2-噻唑)試劑偵測 miR-548ba 大量表現對 KYSE70

細胞增生能力影響。(B)使用溴化-3-(4,5-二甲基-2-噻唑)試劑偵測 miR-548ba 大量

表現對 KYSE410 細胞增生能力影響。(C)使用溴化-3-(4,5-二甲基-2-噻唑)試劑偵測

miR-548ba 大量表現對 CE81T 細胞增生能力影響。(D)使用溴化-3-(4,5-二甲基-2-噻

唑)試劑偵測 miR-548ba 大量表現對 CE81T 1-4 細胞增生能力影響。(E)使用細胞群

落形成實驗偵測 miR-548ba 大量表現對 CE81T 細胞增生能力影響之代表圖。(F)使

用細胞群落形成實驗偵測 miR-548ba 大量表現對 CE81T 細胞增生能力影響。** p 

< 0.01。 
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圖九、miR-548ba 對 CE81T 細胞遷移能力影響。  
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圖十、使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba 可能的目標基因。(A)使用即

時定量聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba 大量表現之 LIFR 核醣核酸表現量。(B)分

別使用 TargetScan、MIRDIP 以及 MIRDB 預測 miR-548ba 可能的目標基因，並以

文氏圖顯示在三個不同網路上資料庫中都有被預測到的基因。(C) 130 個都有在

TargetScan、MIRDIP 以及 MIRDB 被預測到的基因中的前 10 個。(D)使用即時定量

聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba 大量表現之 PSMA8 核醣核酸表現量。(E)使用即時

定量聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba 大量表現之 GNG12 核醣核酸表現量。(F)使用

即時定量聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba 大量表現之 COX5A 核醣核酸表現量。(G)

使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba 大量表現之 PABPC5 核醣核酸表現

量。(H)使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba 大量表現之 MOB1B 核醣核

酸表現量。(I)使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba 大量表現之 PTAR1 核

醣核酸表現量。(J)使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba 大量表現之

POLR3G 核醣核酸表現量。(K)使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba 大量

表現之 KRAS 核醣核酸表現量。(L)使用即時定量聚合酶連鎖反應偵測 miR-548ba

大量表現之 CAV2 核醣核酸表現量。*** p < 0.001。 
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表 
表一、進行小分子核醣核酸反轉錄聚合酶連鎖反應所使用之相關引子。 

hsa-miR-548ba MIMAT0031175 序列 

反轉錄引子 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTAT

TCGCACCAGAGCCAACAGCAAA 

U6B (Gene ID: 442906) 序列 

反轉錄引子 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGG 

TATTCGCACCAGAGCCAACAAAAATAT 
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表二、進行基因即時定量聚合酶連鎖反應所使用之相關引子。 

基因名稱 (基因 ID) 正向引子 反向引子 

CD36  

(Gene ID: 948) 

GGCTGTGACCGGAAC

TGTG 

AGGTCTCCAACTGGCATTA

GAA 

PKM 

(Gene ID: 5315) 

GACTGCCTTCATTCAG

ACCCA 

GGGTGGTGAATCAATGTCC

AG 

LDHA 

(Gene ID: 3939) 

GGCCTGTGCCATCAGT

ATCT 

GGAGATCCATCATCTCTCCC 

LIFR 

(Gene ID: 3977) 

TGGAACGACAGGGGT

TCAGT 

GAGTTGTGTTGTGGGTCAC

TAA 

PSMA8 

(Gene ID: 143471) 

ATGGCGTCTCGATATG
ACAGG 

TCAACTTGAAAAAGGTGTC
CGT 

GNG12 

(Gene ID: 55970) 

AGCAAGCACCAACAA
TATAGCC 

AGTAGGACATGAGGTCCGC
T 

COX5A 

(Gene ID: 9377) 

ATCCAGTCAGTTCGCT
GCTAT 

CCAGGCATCTATATCTGGCT
TG 

PABPC5 

(Gene ID: 140886) 

TTCCGCCTTATGTGGT
CTCAG 

CATACGACTTTGCAGGACA
GAA 

MOB1B 

(Gene ID: 92597) 

TCTCAATGAATGGGTT
GCAGTT 

TGTTCGTTCCATCTGCCCAA
T 

PTAR1 

(Gene ID: 375743) 

CAGCGGGTTGTGAAG
GACAT 

ACATGGGATCAGGCCAATT
TC 

POLR3G 

(Gene ID: 10622) 

CCAAGAGAGATGATG

CCAAGAA 

TAGTGAGTGGTGTGCCTTT

G 
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KRAS 

(Gene ID: 3845) 

ACAGAGAGTGGAGGA
TGCTTT 

TTTCACACAGCCAGGAGTC
TT 

CAV2 

(Gene ID: 858) 

AAGACCTGCCTAATGG
TTCTGC 

CTCGTACACAATGGAGCAA
TGAT 
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表三、進行小分子核醣核酸即時定量聚合酶連鎖反應所使用之相關引子。 

hsa-miR-548ba MIMAT0031175 序列 

正向引子 GCCGCAAAGGTAACTGTGATT 

U6B (Gene ID: 442906) 序列 

正向引子 TTCCTCCGCAAGGATGACACGC 

Universal Probe #21 序列 

反向引子 GTGCAGGGTCCGAGGT 
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