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摘要 

    光動力治療(Photodynamic therapy, PDT)能藉由產生氧化壓力引發腫瘤毒殺

效應，為極有潛力之癌症治療方式。但是近年研究發現，經過光動力治療後之腫

瘤細胞可能會經由誘發促存活分子 cyclooxygenase-2 (COX-2)的表達，導致腫瘤

復發。然而目前對於 COX-2 是如何在光動力治療後表現的相關機轉尚未明瞭，

因此於本研究中，我們將深入探討光動力治療引發促存活分子 COX-2 轉錄的分

子機轉，並藉此發展增進光動力治療之治療模式。本研究首先發現處以光感物質

五氨基酮戊酸(ALA)或 chlorin e6 (Ce6)之光動力治療皆能活化 p38MAPK，並顯

著提升人類黑色素瘤 A375 和老鼠大腸癌 C26 細胞中組蛋白乙醯化轉酶(histone 

acetyltransferase) p300HAT 的表現及活性，且能觀察到光動力治療後組蛋白乙醯

化(Histone acetylation)顯著上升。以組蛋白乙醯化轉酶抑制劑 anacardic acid (AA)

或 p300HAT 之 shRNA 阻止 p300HAT 於光動力治療後上升，會大幅減低細胞核

內組蛋白乙醯化程度，並抑制 COX-2 表現。使用染色質免疫沉澱(chromatin 

immunoprecipitation)分析，顯示光動力治療後會吸引更多 p300HAT結合至COX-2

的啟動子區域，加強組蛋白及轉錄因子 NF-κB 之乙醯化修飾，提升 COX-2 的轉

錄，而類似的結果能經由處理過 PEGylated Liposome Ce6 (PL-Ce6)-PDT 之 A375

或 C26 小鼠腫瘤模式獲得證實。接著使用組蛋白乙醯化轉酶抑制劑 anacardic acid 

(AA)處理 A375 和 C26 細胞，發現能有效提升光動力治療之細胞毒殺效果。進一

步於植有 C26 腫瘤之 BALB/c 小鼠進行實驗，發現相較於只接受光動力治療，或

光動力治療結合 COX-2 抑制劑組別，組蛋白乙醯化轉酶抑制劑 AA 結合光動力

治療能最為顯著抑制腫瘤生長。實驗更發現除了 COX-2 外，促存活分子 survivin

在光動力治療後，同樣也會受到活化的組蛋白乙醯化轉酶調控而加強其表現。最

後證實結合組蛋白乙醯化轉酶抑制劑 AA 與光動力治療之結合型治療能藉由抑

制 survivin 表現，提升 caspase-3 活性，造成 Becline-1 裂解而阻礙光動力治療後

之細胞自噬，同時加強細胞凋亡發生。綜合以上，顯示光動力治療能藉由
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p38MAPK 路徑活化組蛋白乙醯化轉酶，而促使促存活分子表現，我們藉此發展

組蛋白乙醯化轉酶抑制劑結合光動力治療之結合型治療模式，並證實在細胞和動

物實驗中都能有效提升光動力之治療效益，希望對於將來臨床應用能提供新的治

療方向。 

關鍵字：光動力治療、組蛋白乙醯化、組蛋白乙醯化轉酶、COX-2、survivin 
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Abstract 

Oxidative stress induced by photodynamic therapy (PDT) mediates the 

tumoricidal effect, but has also been shown to induce the expression of pro-survival 

molecules, such as cyclooxygenase-2 (COX-2), which are involved in tumor 

recurrences after PDT. However, the molecular mechanism is still not fully 

understood. In this study, we found that PDT-induced p38MAPK activation could 

significantly up-regulate the activity and expression of histone acetyltransferase p300 

(p300HAT) in A375 and C26 cells under ALA or chlorin e6 (Ce6) mediated 

photodynamic treatment. Colony-formation assay showed PDT-induced cytotoxicity 

was dramatically elevated in the presence of p300HAT inhibitor, anacardic acid (AA). 

Further studies showed that the increased p300HAT can transfer the acetyl group to 

histone H3 and NF-κB p65 subunit to up-regulate the COX-2 expression. The effect 

was reduced by the shRNA of AA or p300HAT. Using chromatin immunoprecipitation 

analysis, we found that the acetylation of histone H3 and NF-κB increases their 

binding to the COX-2 promoter region. These findings were further verified in the  

in vivo xenograft mouse model bearing murine C26 and human A375 tumors treated 

with PEGylated Liposome Ce6 (PL-Ce6) mediated PDT. Meanwhile, the combination 

of PDT and AA resulted in a greater tumor regression in BALB/c mice bearing C26 

tumors, compared to those treated with PDT only or combined with COX-2 inhibitor. 

Finally, we demonstrated that suppression of the PDT-induced p300HAT activity also 

resulted in the decreased expression of survivin, restoring caspase-3 activity and 

sensitizing PDT-treated cells from autophagy to apoptosis due to the Becline-1 

cleavage. This study demonstrates that the molecular mechanisms involved in histone 
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modification induced by PDT-mediated oxidative stress, suggesting that HAT 

inhibitors may provide a novel therapeutic approach for improving PDT response. 

 

Keywords：Photodynamic therapy; Histone acetylation; Histone acetyltransferase; 

COX-2; survivin 
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第一章 緒論 

1.1 光動力治療 

光動力治療(Photodynamic therapy, PDT)近年來廣泛應用於腫瘤治療[1-3]，主

要由光感物質和光這兩種要素所組成。光動力治療的原理，是利用特定波長的光

去激發光感物質，將光能量轉化產生單態氧和自由基，並藉由單態氧和自由基對

細胞內核苷酸、蛋白質、脂質等物質造成氧化破壞，進而導致細胞死亡[4, 5]。

早在 3000 多年前的古埃及、中國、印度等地區，就已經知道利用陽光可以用來

治療一些疾病，像是經由陽光曝曬後，可以對於皮膚上牛皮癬(psoriasis)、軟骨

病(rickets)、白斑病(vitiligo)達到治療之成效。直到十九世紀末時，這樣的照光治

療才真正的被重視、發展開來，是由丹麥的生理學家 Niels Finsen 發現照射紅光

可以治療天花(smallpox)，減緩天花痘瘡生包化膿的情況，以及以太陽光中的紫

外光，治療皮膚尋常性狼瘡(lupus vulgaris)，也因為這兩項重大發現，Finsen 獲

得了 1903 年的諾貝爾獎，自此之後以光為治療工具之療法被正式開啟[6]。 

1900 年期間德國科學家 Oscar Raab 發現碇紅(acridine orange)染料對尾草履

蟲(Paramecium caudatum)具有毒性，且經過強光照射後會增加碇紅對尾草履蟲的

致死率，開始了以光來活化感應物質的慨念，這也是歷史上經由科學證實光動力

療法的首例。於 1903 年時，Herman Von Tappeiner 及 Jesionek 首先以伊紅(eosin)

作為光感藥劑配合照光，運用在皮膚癌(skin cancer)之治療上，是第一個將 PDT

應用在臨床治療的例子。1910 年，Hausmann 發表血紫質(haematoporphyrin, Hp) 

引起的光動力損傷作用之文章。1924 年 Policard 發現 porphyrin 類的光敏感藥劑

對於腫瘤部位，具有選擇性累積的情形。1960 年 Lipson 和 Baldes 發展出血紫質

衍生物(haematoporphyrin derivative, HpD)，並嘗試使用於腫瘤治療上。1974 年 

Dougherty 首先發表 HpD 在活體動物腫瘤之治療成果，發現注射入 HpD 並佐以
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紅光的照射後，能有效消除移植的腫瘤，且對於周遭正常組織不造成傷害[7]。

1975 年，Kelly 和 Snell 發表在 HpD 上 PDT 的詳盡臨床報告，他們將 HpD-PDT

用在治療膀胱癌(bladder cancer)上[8]。自此，光動力療法成為重要的癌症治療方

式及在癌症醫學上研究重點。 

1.1.1 光化學作用機制 

光動力作用必須有三個必要條件存在：(1)光感物質；(2)特定波長的光線；

(3)氧分子的存在，在這三個條件相互作用下，才能達到治療效果。其作用機制

主要為當基態(ground state)的光感物質，吸收特定波長光源之光子，躍升為激發

單態(excited singlet state)，歷時極短的過渡時間(life time：1-100 ns)，馬上又衰退

回基態，此時也有可能形成兩個不成對電子軌域的激發三態(excited triplet state)，

此種狀態具有較長之存在時間(life time：≧500 ns)，易與環境中其他分子產生碰

撞，如此會出現兩種反應情況(附圖一)： 

(1)Type I reaction：經過光激發後所生成的激發三態，會和周邊環境中的單態接

收分子(singlet state acceptor molecular)碰撞，產生電子或質子的轉移，造成包含

超氧陰離子(superoxide anion, O2
-)、過氧化氫(hydrogen peroxide, H2O2)及氫氧自由

基(hydroxyl radical, OH-)等種類的自由基(free radical)形成[9]。 

(2)Type II reaction：經過光激發後所生成的激發三態，會和周邊基態氧分子 

(ground state oxygen)碰撞，產生能量的轉移而生成單態氧(singlet oxygen)，單態

氧於細胞中會容易與其中的核苷酸、蛋白質、脂質等物質作用，進而造成破壞，

不過單態氧存在週期短(life time：<200 ns)，移動擴散之距離也短(distribution 

distance < 45 nm)，所以單態氧只能對其周遭相當近距離範圍內造成傷害[9]。 

光動力作用對細胞所造成之毒殺成效，取決於光感物質與光源。不同種光感

物質於細胞內分布位置及累積量都不盡相同，可能會累積在溶酶體(Lysosome)、
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粒線體(Mitochondria)、高基氏體(Golgi apparatus)、內質網(Endoplasmic Reticulum)，

也可能在細胞膜(Cell membrane)、細胞核(Nucleus)中，另外光源激發波長、光源

強度及光照劑量等等因素，都會導致單態氧或自由基產率，而影響到整體光動力

效果[10]。 

1.1.2 光動力發展與應用 

光動力作用對細胞所造成之毒殺成效，取決於光感物質與光源。不同種光感

物質於細胞內分布位置及累積量都不盡相同。另外光源激發波長、光源強度及光

照劑量等等因素，都會導致單態氧或自由基產率，而影響到整體光動力效果[11]。

光動力治療主要產生兩種治療效果，分別是(1)直接殺死腫瘤細胞(2)破壞腫瘤組

織周邊血管，造成腫瘤組織缺氧或血栓，間接導致腫瘤細胞死亡[12]。目前 PDT

在癌症臨床治療上，主要應用於口腔癌、食道癌、支氣管癌、肺癌、膀胱癌、皮

膚癌、腦瘤和消化道、眼部、婦科之腫瘤，及各種腹腔內之惡性腫瘤[13-21]。此

外 PDT 也被運用在非癌症之疾病治療上，像是類風濕性關節炎(Rheumatoid 

Arthritis)、心臟冠狀動脈阻塞(Coronary artery)、黃斑退化症(Macular degeneration)、

乾癬症(Psoriasis)，還有一些皮膚疾病之治療應用[22-26]。目前已有多種光感藥

物獲得美國食品與藥物管理局(food and drug administration, FDA)的批准，包括

Photofrin® 、Visudyne® 和五胺基酮戊酸(5-aminolaevulinic acid, ALA)等，其中

Photofrin®是第一個於 1990 年代通過用於治療癌症的光感物質，1993 年加拿大政

府同意以它治療膀胱癌，美國分別在 1995 年通過得以用於治療食道癌、1998 年

用於治療肺癌，以及 2003 年用於巴雷斯特食道症(Barrett's esophagus)之治療[14, 

27]。美國 FDA 則是在 1999 年允許 Visudyne®用在老年性黃斑部病變(age related 

macular degeneration , AMD)治療[27]。ALA 於 1999 年被允許進行光化角質症

(Actinic keratosis)治療，而ALA的衍生物 Hexaminolevulinate (n-hexyl ester of ALA, 

Hexvix®和 Cysview® )則能應用在膀胱癌的診斷[27, 28]。目前有越來越多國家已
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將光動力治療作為新型癌症治療方式，並已獲政府審查批准，在許多醫院進行光

動力治療療程，臨床應用日益廣泛。 

     近年光動力治療不論是在光感物質或光源開發上，都有相當大程度的進展，

其中光感物質的發展朝向更具腫瘤親和性、低毒性、高自體清除或較長的吸收波

長，以利增加對腫瘤穿透度。光感物質依其結構大致可以分為 porphyrins 及

chlorins 類，porphyrins 的結構具有一個 cyclic tetrapyrrole macrocycle，其內金屬

複合物(metal complex)在生物氧化過程扮演重要角色，像是血紅素(heme)就是

porphyrin 與鐵離子螯合的化合物，目前各類 porphyrins 的研究與光動力治療發展

上密切相關。臨床上使用廣泛的 porphyrin-based drug 為 photofrin®吸收光譜最強

在 400 nm，光穿透組織的能力低，且會造成表皮皮膚光敏感性，所以病人用藥

後 4 到 6 週要避免曝露於陽光[29]。而 protoporphyrin IX (PpIX)是近年最常被利

用的內生性光感物質，可用於光動力診斷及光動力治療[30]。chlorins 類結構近

似於 porphyrin，其最強的吸收光譜在紅光區，使其呈現綠色狀，其優點除了能

於腫瘤細胞內快速累積，當天即可進行照光治療，且其半衰期短，很快能從體內

排除，光敏感等副作用不超過一週[31]。像 Chlorin e6 的吸收光波約在 667 nm [32]，

benzoporphyrin derivative (BPD) 有 光 毒 性 短 暫 的 特 性 [33] ，

m-tetrahydroxyphenylchlorin (mTHPC)又稱 Foscan®由於其激發波長較長，且三重

態半衰期長，對腫瘤細胞又有很高的選擇性，相較於 photofrin®有很強的細胞毒

性[34]。 

1.1.3 五胺基酮戊酸(5-Aminolevulinic Acid, ALA)光動力療法 

    五胺基酮戊酸(5-Aminolevulinic Acid, ALA)的化學結構，近似於五碳直鏈胺

基酸，易溶於水及多數溶液。ALA 並非光感物質，而是光感物質的前驅物，必

須經由細胞內血紅素生合成路徑 (Heme biosynthesis pathway)代謝成為具

porphyrin 基本結構的 PpIX (附圖二)。血紅素生合成過程主要路徑於粒線體
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(mitochondria)發生，部分在細胞質(cytosol)。體內自然生成的 ALA 是由 glycine

與 succinyl-CoA 縮合而成，此反應由粒線體內膜之 -aminolevulinic acid 

synthase(ALA-S)催化，並調控 ALA 合成速率。ALA 合成後即被送往細胞質，兩

分子 ALA 經 ALA dehydrase 縮合成 pyrrole ring 結構的 porphobilinogen(PBG)，再

由 PpIX 合成的速率決定步驟酵素 PBG deaminase (PBGD)作用形成環狀結構的

uroporphyrinogen III。在經過一連串去碳作用 (decarboxylation)及氧化作用

(oxidation)形成 PpIX。最後 PpIX 藉由粒線體內膜上鐵離子螯合酶 ferrochelatase 

(FC)與 Fe2+結合，形成血紅素[35]。血紅素生合成過程具有負回饋抑制機轉

(negative feedback)，終產物會抑制 ALA-S 活性，阻斷 ALA 合成，藉以調整體內

血紅素濃度[36]。研究顯示投予過量外源性 ALA，於部分腫瘤有較高的 PpIX 累

積量，可能原因為 ALA 為小分子胺基酸，可能藉由載體輸送提高 ALA 於腫瘤

細胞的濃度，而增加 PpIX 累積量[35, 37, 38]。另外由部分腫瘤組織研究發現，

腫瘤內血紅素合成路徑中 porphobilinogen deaminase (PBGD)酵素活性比正常組

織高，而 ferrochelatase (FC)活性卻降低，且細胞內鐵離子較低，因此 ALA 生成

PpIX 被認為具有高度腫瘤選擇性[39, 40]。近年來，ALA 被廣泛運用於腫瘤的診

斷與治療，包括基底細胞癌(basal cell carcinoma)[41]、鱗狀細胞癌(squamous cell 

carcinoma)[42]、波文式症(Bowen's disease)[43]、光化角質症(Actinic keratosis)[44, 

45]，此外也能應用於治療皮膚疾病如:疣(warts)[46]、乾癬(psoriasis)[47]及皮膚 T

細胞淋巴癌(cutaneous T cell lymphoma)[48]，皆有良好的治療成效。 

1.1.4 Chlorin e6(Ce6)及微脂體包埋光 Ce6 之光動力療法 

Chlorins 類的化合物結構上近似於 Hematoporphyrin derivative (HpD)這類第

一代的光感物質，其prophyrin環的一個外雙鍵(Exopyrrole double bound)被氫化，

使得 Chlorins 類的化合物吸收波長紅位移(red shift)，在 650 nm 以上有一明顯吸

收波峰 [31]。也因為 Chlorins 類吸收波長比 HpD 長，可以使用長波長、穿透力
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高之光源進行激發，所以在腫瘤穿透效力上也來的更好，因此 Chlorins 類的光感

藥物備受重視，也積極被運用在 PDT 相關研究上。此外相較於 HpD，Chlorins

類的化合物於皮膚上的累積量較低，比較沒有皮膚光敏性副作用產生，對於臨床

使用上也較為方便[27]。Chlorin e6 (Ce6)是一由葉綠素 a (chlorophyll a)所得到之

光感物質，當溶於乙醚時紅光波段的最大吸收波長為 667 nm，消光係數(extinction 

coefficient)  = 55000 M-1cm-1，為一極具潛力之光感物質[27]。 

不過由於 Ce6 這類脂溶性的光感物質於水溶液環境中，會因為疏水性作用

使其分子間容易相互聚集(aggregation)，造成光感物質在激發態的碰撞衰減

(collisional quenching)[49]，容易導致治療效果下降以及不良副作用產生[50]。而

藉由微脂體等奈米載體包覆能降低脂溶性光感物質容易聚集之問題，為光動力治

療開啟新的應用模式[51, 52]。 

1.2 光動力致氧化效應 

   光動力治療利用特定波長的光激發光感物質，將光能量轉化產生單態氧和自

由基等活性氧分子，對細胞內 DNA、蛋白質、脂質等物質造成氧化破壞，進而

導致細胞死亡。因此細胞如何產生活性氧分子、活性氧分子下游的訊息調控，以

及對細胞所造成的影響，是許多學者致力研究的重要課題。 

1.2.1 活性氧分子(Reactive oxygen species, ROS) 

活性氧分子泛指以氧為中心的自由基(free radical)與其代謝產物，包括超氧

陰離子(superoxide anion radical, O2
-)、過氧化氫(hydrogen peroxide, H2O2)、氫氧自

由基(hydroxyl radical, OH-)、單態氧(singlet oxygen, 1O2)等[53]。此外一群自由基

衍生物是由含碳或含氮自由基與氧分子反應而產生，包括：一氧化氮(NO)及 

peroxynitrite (ONOO-)等，稱之為活性氮分子(reactive nitrogen species，RNS）      
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[54-56]。活性氧分子或活性氮分子在正常生理上扮演訊息傳遞(signal transduction)

的角色[57, 58]。不論是活性氧分子或是活性氮分子，都帶有不成對的電子，所

以本身極不穩定，而這種特性造就了活性氧分子及活性氮分子很好的還原能力，

容易造成其他的原子或分子失去電子，使其氧化。在生物體內，活性氧分子或活

性氮分子搶奪電子的對象可能是脂質(lipids)、蛋白質(proteins)或核酸(nucleic 

acids)。因此活性氧分子或活性氮分子在生物體內的含量過多，將可能會破壞細

胞裡的脂質、蛋白質或核酸，使細胞受到損傷，甚至死亡。 

活性氧分子可和體內許多重要分子如核酸、蛋白質、或生物膜上之多元不飽

和脂肪酸反應，導致生物體氧化性傷害，當多元不飽和脂肪酸受到自由基攻擊後

會形成脂質自由基，而氧與這些自由基反應而形成過氧化自由基與過氧化氫，這

些化合物會繼續進行連鎖反應而導致細胞膜的損壞，進而改變其結構功能及通透

性[59, 60]。蛋白質在氧化狀態下，其胺基酸殘基會受到多種的氧化修飾[61]，如

蛋白質羰基(carbonyls)的形成，許多活性氧也可以氧化蛋白質上的-SH 基，使許

多重要的酵素失活。由於蛋白質上經常會結合過渡金屬離子，因此過氧化氫會在

蛋白質的特定位置上形成氫氧自由基，使蛋白質成為攻擊目標[62]。另外在細胞

內，DNA 亦是自由基攻擊的一個重要目標[63]。氫氧自由基攻擊 DNA 時會造成

多種化學性的改變，進而造成 DNA 鹼基之修飾、交叉聯結(cross-linking)、改變

DNA 鹼基與蛋白質結合以及 DNA 斷裂等[64]。 

1.2.2 活性氧分子對訊息分子之調控 

訊息傳遞(signal transduction)是指細胞膜外的刺激，經過一系列的生化反應

之後，活化了細胞內部的訊息，進而使細胞產生一些反應。這些刺激可能是光線、

抗原、細胞表面的醣蛋白、生長因子、荷爾蒙、神經傳導物或一些化學物質等。

訊息傳遞在生物體中各項生理作用中扮演著相當重要的角色，細胞內幾乎所有的
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生理功能得以正常運作，皆是因為細胞內外的調控信號，藉由不同的訊息傳遞路

徑，將訊息傳導到各個目標分子，以協調、控制各個分子的活性與運作。 

許多文獻指出，活性氧分子調控許多胞內訊息傳遞分子，包括蛋白激酶 

(protein kinase)、去磷酸酶(phosphatase)、脂質、鈣離子及轉錄因子(transcription 

factor)等[65]。在活性氧分子中的過氧化氫具有高度進出的膜通透性，能自由地

進出細胞膜，目前已知過氧化氫能藉由調控磷酸化的作用，活化細胞內的蛋白激

酶的活性。例如表皮生長因子(epidermal growth factor, EGF)與其受體結合後，會

經由產生過氧化氫活化細胞內的 tyrosine phosphorylation與phospholipase C[66]。

另外，活性氧分子具有調控轉錄因子的能力，如 AP-1 (activator protein-1)、NF-κB 

(nuclear factor-κB)、USF (upstream stimulatory factor)、Egr-1 (early growth response 

1)、c-Myb、p53 和 Ets (E26 transformation-specific )[67, 68]。細胞質中的轉錄因

子活化後，會進入細胞核中與特定基因上游調控區結合，啟動該基因的表現，可

能與發炎、免疫反應、細胞分化、生長調控及發育有關[68]。一般而言，當細胞

處於較低濃度的活性氧分子狀態時，細胞傾向進行細胞分裂或是細胞分化，當處

於較高濃度活性氧分子時，細胞會脫離細胞生長的循環，進入生長休止(growth 

arrest)，而更高濃度活性氧分子，則會誘發細胞凋亡[68]，而活性氧分子也會活

化存在細胞質中的 Serine/Threonine kinase，如：mtiogen-activated protein kinases 

(MAPKs)和 protein kinases C (PKC)等來調節細胞生理活性[68, 69]。  

1.2.3 MAPK (Mitogen-activated protein kinases) 

過去文獻報導，光動力治療後會透過氧化壓力(oxidative stress)，引發包含

ERK、JNK 與 p38MAPK 等 MAPKs (mitogen-activated protein kinase)訊息傳遞路

徑，調控許多生理反應[70]。MAPKs 屬 serine/threonine kinase 的蛋白質，在演化

上具高度保守性，MAPK cascade 有三級 kinase，第一級是 MAP kinase kinase 

kinase (MAPKKK)，包括有 Raf、TAK1 與 ASK1，第二級是 MAP kinase kinase 
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(MAPKK)，包括有 MEK1/2、MEK4/7 與 MKK3/6 等，第三級是 MAPK，包括

有 ERK (extracellular-signal-regulated kinase) 、 JNK/SAPK (c-Jun N-terminal 

kinase/stress activated protein kinase)與 p38MAPK (p38 mitogen-activated protein 

kinases) [71]。 

當 MAPKKK 受到結合在細胞膜上的生長因子(growth factor)、細胞激素 

(cytokine)、氧化壓力等外來刺激活化時，會磷酸化 MAPKK 上的 serine/threonine，

進而活化 MAPK。同一個 MAPKK 可被多個 MAPKKK 所活化，如此不僅提高

MAPK pathway 的複雜性與變異性，同時藉由各種 MAPK pathway 的連結與整合，

進而對不同種的訊息產生多樣的生物反應。MAPK 受到外在刺激時會引發某個

訊息路徑的活化，經由磷酸化分子中的 serine、threonine 或 tyrosine 進而活化下

游的轉錄因子，細胞中三個重要的 MAPK 包含 ERK、JNK 與 p38MAPK。 

1.2.3.1 ERK (extracellular-signal-regulated kinase)  

ERK存在兩種異構體(isoform)，分別為ERK1 (分子量為 44 kDa)及ERK2 (分

子量為 42 kDa)，其活化是由 Raf (Raf-1, B-Raf 和 A-Raf)磷酸化 MEK (MEK1 和

MEK2)，活化的 MEK 再將 ERK 磷酸化的結果。ERK 訊息路徑可由多種胞外訊

息所調控，包含生長因子或mitogen等。ERK可經由活化轉錄因子如Elk-1、c-Fos、

c-Myc等或 PLA2 (Phospholipase A2)、NF (neurofilament)、MAPKAPK-2與 tyrosine 

hydroxylase 等，調控細胞生長(cell growth)、增生(proliferation)、分化(differentiation)

與凋亡等作用[72]。除了上述影響外，研究指出 ERK 路徑在腫瘤血管新生、移

動、入侵和轉移過程中扮演重要角色。過去文獻指出，光動力治療後會快速地活

化 ERK，且可能與細胞保護作用有關。2002 年，Tong 等人發現在 Photofrin-PDT

後 3 小時內，就會透過 MEK kinase 將 ERK 磷酸化，而使用 ERK 抑制劑 PD98059

結合 Photofrin-PDT，則會大幅增加細胞毒殺效果[73]，因此 ERK 的活化可能具
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有保護細胞，抵抗光動力治療的功能。而當光動力治療造成嚴重的氧化破壞時，

則發現會抑制細胞中 ERK1/2 的磷酸化[74]。 

1.2.3.2 JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase/stress activated protein 

kinase)  

當細胞受到細胞激素、UV 照射或生長激素缺乏等刺激時，JNK 會大量被活

化[75]。JNK家族有三種異構體: JNK1 (分子量為 46 kDa)、JNK2 (分子量為 55 kDa)

與 JNK3 (分子量為 57 kDa)，JNK1 與 JNK2 能在各處表現，而 JNK3 則特定於腦、

心臟及睪丸表現 [72]。JNK 的活化需要 MEK4 和 MEK7 對 tyrosine 和 threonine

進行雙磷酸化修飾，而 MEK4 和 MEK7 則是會經由數種 MAPKKKs 包含

MEKK1-4、MLL2、MLL3、YTpl-2、DLK、TAO1、TAO2、TAK1、ASK1 以及

ASK2 等磷酸化修飾而活化。JNK 主要的受質為轉錄因子 c-Jun，c-Jun 被 JNK 磷

酸化後會增進AP-1的轉錄活性[76]。JNK也能磷酸化其他轉錄因子，包括ATF-2、

NF-ATc1、HSF-1 和 STAT3[77]。目前，JNK 路徑的活化被認為與調控細胞週期、

細胞增生、細胞分化、細胞凋亡等多種生理和病理過程有關，研究指出 JNK 活

化與c-Jun的磷酸化在Ras誘導腫瘤發生(tumorigenesis)中扮演重要角色[78, 79]。

而研究發現，JNK 能在光動力治療後快速的被活化[80]，其活化在部分文獻被認

為是會促進細胞死亡，如: Rose Bengal-PDT 會引起 JNK 磷酸化，並伴隨 caspases

活化與 apoptosis 發生[81]。然而於 hypericin-PDT 處理下卻有不同的結果，研究

顯示 JNK1 的活化會保護 HeLa 細胞，免於 PDT 的氧化傷害[80]。顯示光動力治

療後誘發之 JNK 活化，可能會因為細胞種類、光感物質等因素影響，而導致細

胞反應有所差異，至於決定差異的關鍵分子為何，目前還尚未釐清，有待更多研

究深入探討。 
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1.2.3.3 p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinases)  

p38MAPK 是一個重要的訊息分子，會反應外在環境的壓力刺激而引發一連

串反應，且被認為與細胞存亡有密切關係。p38MAPK 的分子量約為 38 kDa，具

有四種異構體: p38α、p38、p38與 p38(或被稱做 SAPK2a、SAPK2b、SAPK3

和 SAPK4)，都具有高度保守的 Thr-Gly-Tyr (TGY)磷酸化 motif[82]。這個 motif

會被 MEK3 和 MEK6 磷酸化，而 MEK3 和 MEK6 則會被多種經由物理或化學壓

力如氧化壓力、缺氧(hypoxia)、細胞激素、X-ray 或 UV 照射誘發之 MAPKKKs

活化。除了對於刺激反應外，目前已知 p38MAPK 路徑會參與在細胞凋亡、細胞

週期、細胞生長及分化等生理機轉調控中(附圖三)，常應用於癌症治療上藥物設

計的對象。 

於細胞分化的調控上，發現以 dominant–negative p38或 p38MAPK 抑制劑

SB203580 處理，會妨礙 3T3-L1 脂肪細胞分化[83]。相對地，若是表現 mutant

的 p38MAPK activator MEK6，使其持續活化，則會誘導脂肪細胞分化[84]。而研

究發現 p38MAPK 路徑的活化，是促使 C2C12 myoblasts 分化成 myotubes 

(myogenic differentiation)的重要關鍵，使用 p38MAPK 抑制劑 SB203580 將會影

響 myoblasts 的延長與排列，妨礙 myoblasts 形成 myotubes[85-87]。另外，神經

細胞的分化也受到 p38MAPK 調控，p38MAPK 抑制劑 SB2035802 的處理或表現

p38MAPK mutant，會導致 nerve growth factor (NGF)誘導老鼠嗜鉻細胞瘤 PC12 

之 neurite outgrowth 受到抑制[88, 89]。而根據不同的細胞類型與刺激，p38MAPK

對於細胞增生的有 positive 和 negative 兩種不同角色，p38MAPK 於 FGF-2 刺激

小鼠胚胎成纖維細胞 Swiss 3T3 增生上有著促進的功能[90]。然而在 CCL39 與

NIH 3T3 纖維母細胞上 p38MAPK 會透過阻止細胞週期進行，而抑制其細胞增生

[91, 92]。除了在細胞增生上角色多元外，p38MAPK 被報導在細胞存活調控上，

也具有 positive 和 negative 兩面功能。研究顯示，p38MAPK 不同 isoforms 活化，
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是決定促進死亡或促進存活的關鍵，其中當 p38α 受刺激而活化，被認為會促進

細胞死亡，而 p38β 的活化則會啟動細胞存活訊息，阻止細胞進行凋亡[93-96]。

另外，有研究發現 p38MAPK 對於腫瘤細胞移動或入侵能力之影響，Junttila 等人

的實驗顯示，使用 dominant-negative p38α 與 p38除了抑制鱗狀細胞癌 squamous 

cell carcinoma (SCC)細胞增生與存活外，也會減少 MMP-13 和 MMP-1 表現，認

為 p38α 與 p38可能會參與腫瘤細胞入侵能力之調控。近年探究光動力氧化

效應與 p38MAPK 之間的關係，發現使用各種光感物質引發的光動力作用，都會

在短時間內大量地活化 p38MAPK，然而活化不同的 p38 sioform，會對細胞產生

不一樣的影響。如: hypericin-PDT 引發的 p38α 活化，被發現會調控細胞移動能

力[98]。而抑制光動力作用後 p38β 的活化，則會顯著加強光動力作用引起的細

胞凋亡，意味 p38β 於光動力氧化效應後活化，可能扮演促進細胞存活的角色[99]。

目前的研究顯示，不同的光感物質、不同照光條件，及所治療的腫瘤細胞類型，

可能都是決定光動力治療後，將活化何種 p38 sioform 的關鍵因素，因而影響細

胞走向不同的生理反應。 

1.2.4 NF-κB (nuclear factor-κB)  

NF-κB 為調控細胞轉錄重要的轉錄因子之一，由五個次單元組成，分別為

p50、p52、p65 (RelA)、RelB 以及 Rel (c-Rel)，通常以同二聚體(homodimers)或

異二聚體(heterodimers)形式存在於細胞質中[100, 101]。這五種蛋白質的氨基酸序

列組成有 45% 以上的相似度，而其立體結構也大致相近。每個次單元皆具有一

段氨基酸序列，稱為 Rel homology region (RHR)，可以與 DNA 鍵結或形成二聚

體的結合區域[102]。其中 p65、Rel B 及 Rel 具有一段活化區域（activation 

domains），具促進基因活化表現的功能，而 p50 與 p52 則無此區域。p50 與 p52

的同二聚體與 p50/p52 異二聚體的作用被認為是 transciptional repressor[103]。 
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目前可歸納出幾種能活化 NF-kB 的因子，包括氧化壓力(ROS)、放射線

(Radiation)、脂多醣類(lipopolysaccharide, LPS)、腫瘤壞死因子(tumor necrosis 

factorα, TNFα)、介白素(Interleukin, IL)等，它們能抑制 IκB，進而活化 NF-kB，

使其進入細胞核中作用[104]。正常情況下，抑制 NF-κB 功能的負調控蛋白(IκB)

經由與細胞質內的 NF-κB 結合而抑制其活性，當受到外來刺激時，會活化 NF-κB 

inducing kinase (NIK)，NIK 會進一步活化 IκB kinase (IKK)。而 IKK 磷酸化 IκB，

造成 IκB 快速地泛素化(ubiquitination)，能被蛋白質水解酵素分解，失去 IκB 的

抑制後，NF-κB 將可進入到細胞核內，展開轉錄因子活性[105]。研究顯示，IκB

的磷酸化可能還有 protein kinase C (PKC)、PKA、Raf-1 或 MAPKs 等路徑參與調

節[105]。而活性氧分子可以藉由影響 IκB 的磷酸化，進而活化 NF-κB[106]。近

年來學者更發現其他有別於經由 IκB 降解的途徑能活化 NF-κB，研究證實

PI3K/AKT、PKA、p38MAPK 或 casein kinase II 等蛋白質激酶能引發 NF-κB 次單

元 p65 磷酸化，p65 上具有主要決定 NF-κB transactivating domain 的序列，當 p65

被磷酸化後會增加 NF-κB 與 DNA 結合能力[107]。除了磷酸化修飾外，實驗更

發現 NF-κB 能受到乙醯化轉酶(histone acetyltransferases, HATs)影響而被修飾，特

別是在 lysine 310 位置的乙醯化修飾，被證明能提升 NF-κB 的轉錄活性[108, 

109]。 

NF-κB 被認為能調控發炎相關基因表現，而參與在發炎反應中[110]。除了

與發炎反應之關係外，NF-κB 的活化作用與癌症生成過程亦有關，其中包括調控

細胞凋亡(apoptosis)、細胞週期(cell cycle)、分化以及移動(cell migration)等[111]。

其中 NF-κB 能抑制細胞凋亡，可能是因為 NF-κB 活化後，能促進 cIAPs (caspase 

inhibitors of apoptosis proteins)、xIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)、BCLx (B cell 

lymphoma x)以及BCL2 (B cell lymphoma 2)表現，而抑制細胞凋亡因子 caspase-3、

-6、-7 和-9 的活化作用[111]。由於光動力氧化效應會引發細胞凋亡及發炎反應，

影響腫瘤生長，因此 NF-κB 在光動力治療領域中，一直是被致力探討的重要因
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子之一。目前已知，許多種光感物質引起的光動力效應，會引發 IκB 降解，促使

NF-κB 由細胞質轉移至細胞核內進行作用[112-115]。此外研究更發現光動力治療

後，NF-κB 結合至 DNA 的能力會有所增加[112]。過去有些研究發現光動力治療

NF-κB 的活化，時常伴隨著細胞凋亡發生，因此推論 NF-κB 可能在光動力氧化

效應中，扮演促進 apoptosis 的角色[115, 116]。然而近年有越來越多文獻指出不

一樣的看法，認為 NF-κB 於光動力治療後的活化，會促進發炎因子表現，而使

用 NF-κB 抑制劑能加強光動力治療引發的細胞死亡，所以具有 anti-apoptosis 功

能[114]。 

1.3 氧化壓力造成的細胞死亡 

氧化壓力可能造成細胞內訊息傳遞混亂、細胞膜的損害、細胞離子溝通損傷、

引發細胞膜脂質過氧化，對細胞內蛋白質、DNA 等皆會產生影響，甚至引發細

胞走向死亡。而光動力治療所產生的氧化效應，會造成細胞凋亡(Apoptosis)、細

胞壞死(Necrosis)或細胞自噬(Autophagy)等細胞死亡發生[117]。 

1.3.1 細胞凋亡(Apoptosis)  

    細胞凋亡為一種生理性細胞死亡，是透過連串且詳盡的蛋白質訊息傳遞過程

所調控，經由程序性死亡的方式[118]。細胞凋亡發生時，細胞型態會發生變化，

細胞內層外翻出磷脂絲胺酸(Phosphatidylserine, PS)，導致原有對稱性消失，使細

胞膜呈現皺摺狀態，染色質會有濃縮(Chromatin condensation)現象，細胞核崩解，

DNA 會被降解成小片段，胞膜會將各種胞器和染色質碎片包圍形成細胞凋亡小

體(Apoptotic bodies)，而被吞噬細胞吞噬清除，由於細胞凋亡內容物均在吞噬細

胞內分解，因此不會引發免疫反應[119, 120]。執行凋亡過程的為一組蛋白質水

解酵素(Protease)，稱為 Caspases (cysteinyl aspartate-specific protease)，目前已有

多種 caspases 被確認參與在細胞凋亡過程[121]。它們最初被製造出來為無活性
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之前驅物(inert zymogen)形式存在於細胞中，前驅物包含三個 domain，分別為

N-terminal prodomain、p20 domain 及 p10 domain，前驅酶必須被截切在特定

aspartate位置上，產生兩個次單元(p20 subunit及 p10 subunit)並組合成 heterodimer，

且兩個 heterodimer 組合成 tetramer 後才具有活性[122]。細胞受到不同刺激可能

會刺激不同 caspases執行細胞凋亡作用，活化後的 caspases可以活化同種 caspases，

也能與不同種 caspases 間彼此作用而互相活化，將訊息放大再往下傳遞給其他的

apoptotic signal。一般而言，caspases 在細胞凋亡過程可大致分為兩類功能：第一

類是細胞凋亡的啟動者(initiator caspases)如: caspases-2、caspases-8、caspases-9

和 caspases-10，第二類是凋亡的執行者(effector caspases)如: caspases-3、caspases-6、

caspases-7 等[123]。最後執行凋亡的 caspases 被活化後，便開始截切其他的蛋白

質，而這些能被辨認截切的蛋白質又稱為死亡受質(death substrate)，包含 gelsolin、

lamin、fodrin 等結構蛋白，PAK2、PLA2、Akt-1 等訊息蛋白以及 DNA 修復酶

PARP等[124]，受到 caspases截切後，進一步引發細胞凋亡生化特性及型態變化。 

     細胞凋亡可分為幾種路徑，其中包括細胞內生性及外生性路徑。內生性路

徑又因為粒線體在其中扮演相當重要的角色，被稱為粒線體路徑(mitochondria 

pathway)。研究顯示 Bcl-2 家族在內生性路徑中有重要的功能，可以分為兩類，

一類是抗凋亡蛋白質(anti-apoptotic protein)，主要有Bcl-2、Bcl-xL、Bcl-W、Mcl-1、

CED9等，另一類是促細胞死亡蛋白質(pro-apoptotic protein)，主要包括Bax、Bak、

Bcl-XS、Bad、Bik、Bid 等。Bcl-2、Bcl-XL、Mcl-1 等是細胞死亡的負調節因子，

在許多類型的細胞受到外界刺激時，能保護細胞免於細胞凋亡[125]。Bcl-2 蛋白

家族中 Bcl-2 與 Bcl-xL 大部分位於粒線體外膜上，而 Bax、Bad、Bim、Bid 等不

是固定在粒線體膜上，而是在細胞質與粒線體間移動，它們在細胞質時屬於不活

化狀態[125]。當細胞狀態正常時，粒線體膜外的 Bcl-2 蛋白與凋亡蛋白酶活化因

子-1(apoptotic protease activating factor-1, Apaf-1)結合而抑制 Apaf-1 活性，當細胞

壓力過大、DNA 損傷或異常訊息傳遞時，如氧化性破壞，Bcl-2 蛋白家族成員(包



25 

 

含 pro-apoptotic 與 anti-apoptotic 的 Bcl-2 蛋白質)會移轉到粒線體膜上，致使粒線

體外膜穿孔，使粒線體間質釋放出細胞素 c (cytochrome c)和凋亡誘導因子

(apoptosis-inducing factor, AIF)等促進細胞凋亡物質至胞物質。此時 Apaf-1 會與

cytochrome c 結合而活化，將 procaspases-9 活化成 caspases-9，三者形成

apoptosome，再活化下游 caspases 如: caspases-3、caspases-6、caspases-7 等，而

引發細胞凋亡[118]。外部路徑則是經由死亡配體(death ligand)活化死亡接受體

(death receptor)如: FasL 與 Fas-CD95 或 TNF 與 TNFR 結合，使細胞內訊息分子

能結合至 death domain 上，聚集形成 DISC (Death-inducing signaling complex)，

DISC 中之 procaspase-8 會自我切割成有活性的 caspase-8，活化後的 caspase-8 會

繼續活化下游 caspases，啟動 cascade of caspases[118, 126]。 

光動力作用後會藉由氧化壓力造成腫瘤細胞死亡，其中被發現多種

pro-apoptotic 或 anti-apoptotic 蛋白質受到調控，而導致細胞走向細胞凋亡。如：

促細胞死亡蛋白質 Bax、Bad 或 Bak 被發現於 Lutetium texaphyrin-PDT、

Hypericin-PDT 及 ALA-PDT 處理下，有顯著上升的現象[127-130]。anti-apoptotic

蛋白質像是 Bcl-2，則被觀察到在部分光動力作用後，表現量會有所下降[129]。

此外在 Pc4-PDT 或 hypericin-PDT 後也能檢測到 cytochrome c 的釋放[131, 132]，

顯示光動力氧化效應會透過調節細胞凋亡相關因子，啟動細胞凋亡機制，而導致

細胞死亡。雖然如此，還是有許多文獻發現，光動力治療後有機會誘發抗凋亡蛋

白質表現，而阻礙了細胞凋亡進行。像是 NBA-PDT、Photofrin-PDT 或 AIPcS4-PDT

處理後，Bcl-2 會大量增加，並觀察到熱休克蛋白 HSP27 表現量大幅上升，以及

Bax 蛋白質表現量下降的現象[133]。實驗更證實，過量表現 anti-apoptotic 蛋白質

Bcl-2，會抑制光動力治療之細胞毒殺效果[134]。而本實驗室檢測經 LD50 之

ALA-PDT或Ce6-PDT治療A375細胞，則發現Bcl-2 mRNA有上升之現象(data not 

shown)。顯示光動力治療可能會因為治療條件、腫瘤模式，甚至氧化破壞強度的

差異，影響最終對於細胞的效應。 
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1.3.2 細胞壞死(Necrosis) 

    細胞壞死以往被認為是細胞受到物理或化學壓力時造成的結果，如缺氧、溫

度改變、滲透壓改變、pH 值改變等。近年發現許多刺激也會引發細胞壞死，如

TNF、H2O2 處理等[135]。細胞壞死可區分為幾種類型包含 oncosis、pyroptosis、

necrapoptosis 及 necroptosis。其中 pyroptosis、necrapoptosis 及 necroptosis 為特殊

的細胞壞死現象，一般所指細胞壞死主要為 Oncosis。細胞壞死的主要特徵有細

胞膜失去選擇性通透功能、粒線體膨脹、細胞膜破裂、細胞內能量被消耗與細胞

質空泡化，而細胞質從破裂的細胞膜外漏會引發細胞發炎反應。Oncosis 定義為

細胞膨脹、胞器膨脹與細胞膜通透性增加，可能形成原因為毒物干擾 ATP 合成、

細胞內能量被大量消耗，最後細胞膜上離子通道失去功能所引起[136]。Pyroptosis

定義為細胞被沙門氏桿(Salmonella)菌與志賀氏菌(Shigella)感染引起的發炎前反

應(proinflammation)，最後會導致細胞膜破裂並釋放出促發炎(inflammatory)的細

胞激素(cytokine)[137]。Necrapoptosis 是在 1999 年 Lemasters 等人提出，假設細

胞死亡開始時是經由共同路徑，最後才由其他因子決定死亡形式為細胞凋亡抑或

細胞壞死。例如：細胞內 ATP 濃度很低，會經由細胞壞死死亡，而細胞內 ATP

濃度很高或維持平衡時，細胞是走向細胞凋亡路徑死亡[138]。而 necroptosis 定

義是在細胞被誘導產生細胞凋亡時，細胞凋亡機制被阻斷後，細胞改走向細胞壞

死，例如：當死亡配體與死亡接受體結合後，細胞凋亡機制被 caspases 抑制劑阻

斷，caspases-8 抑或 FADD (Fas-associated death domain)發生突變，導致細胞走向

非細胞凋亡的細胞死亡。Necroptosis 型態的特徵有胞器膨脹、粒線體快速失去功

能、細胞膜通透性增加，因此被歸類細胞壞死的一種[139]。事實上，光動力氧

化效應後時常能同時觀察到 apoptosis 與 necrosis 發生，而主導細胞死亡模式的關

鍵因素，被認為與細胞類型、apoptosis machinery 是否完整、光感物質累積位置

及氧化破壞程度有關。Nagata 等人曾檢測過給予高劑量光感物質 ATX-S10(Na)，

或高照光劑量(約造成 99% cytotoxicity)發現容易引發 necrosis，而 LD70 以下之
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ATX-S10(Na) -PDT 處理，則是啟動 apoptosis 死亡模式[140]。因此不同光感物質

引發之光動力氧化效應，作用於不同類型之腫瘤模式，可能會導致不甚相同的死

亡路徑和模式，致使細胞死亡。 

1.3.3 細胞自噬(Autophagy) 

細胞自噬為有核生物在演化上重要且高度保留的機制，是一種依靠細胞的溶

酶體(lysosome)來分解細胞內蛋白質或胞器的途徑，主要的功能是調節蛋白質或

胞器的代謝[141]。目前至少發現四種形式的細胞自噬，第一種為巨細胞自噬

(macroautophagy)，也是一般所稱的細胞自噬，其特徵是細胞內會合成具有雙層

膜構造的小體，包裹需要代謝之蛋白質或胞器，稱之細胞自噬體(autophagosome)，

最後 autophagosome 會與 lysosome 融合形成細胞自噬溶解體(autolysosome)，利

用其中的酵素將蛋白質或胞器分解成小分子 [142]。第二種為微細胞自噬

(microautophagy)，由 lysosome 利用胞器上的膜將細胞質內的物質直接包入，於

lysosome 分 解 的 過 程 [143] 。 第 三 種 為 chaperone 主 導 的 細 胞 自 噬

(chaperone-mediated autophagy)，位於 lysosome 上的 chaperone 將摺疊不完全的蛋

白質直接送入 lysosome 分解的過程[144]。第四種小片似細胞自噬(piecemeal 

autophagy)，將部分細胞核送入 lysosome 中分解的過程，此現象目前只有於酵母

菌中發現[145]。 

當細胞自噬發生時，細胞內會先形成 autophagosome，此過程由一群稱為 ATG 

(autophagy-related protein)的自噬基因所調控[146]，第一個酵母自噬基因於 1997

年被日本科學家 Yoshinori Ohsumi 等人發現，命名為 Atg1[147]。第一個哺乳動

物自噬基因則是於 1999 年被美國科學家 Beth Levine 等人發現，命名為 Beclin 

1[148]，目前已有許多 ATG 基因被找到。當細胞處於飢餓時，細胞內 AKT/PKB 

(protein kinase B)先被去磷酸化，而會抑制 mTOR (mammalian target of rapamycin)

的活性，mTOR 受到抑制便無法對 ATG 基因 Atg13 進行磷酸化修飾，使 Atg13
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與其他 ATG 基因 Atg1、Atg17 形成複合物，啟動雙層膜合成。接下來活化態的

PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)、Vps34、Beclin-1 (Atg6)、UVRAG (UV radiation 

resistance-associated gene protein)、Bif-1 (BAX-interacting factor-1)及 Vps15 形成

複合物，並結合在小片段的雙層膜上進行 vesicle nucleation，接下來延長雙層膜

並形成完整 autophagosome 則需要 Atg5-Atg12 的接合系統幫忙，首先在 Atg7 與

Atg10 的協助下，將 Atg12 接到 Atg5 上形成 Atg5-Atg12 的複合蛋白。另一套系

統則是將 PE (phosphatidylethanolamine)接到 LC3 (Microtubule-associated protein 1 

light chain 3)/Atg8 上，過程由 Atg4 與 Atg7 執行。LC3 一般為 LC3-I 形式，接上

PE 會轉換成為 LC3-II。之後 Atg5-Atg12 複合蛋白與脂化的 LC3-II 則會將剩餘的

雙層膜延長形成 autophagosome，在 autophagosome 與 lysosome 融合前，

Atg5-Atg12複合蛋白會從 autophagosome上分離，最後 autophagosome與 lysosome

形成 autolysosome[149]。 

過去的研究認為細胞自噬是細胞用來抵抗不適當環境，尋求生存的方法。不

過越來越多證據顯示，當細胞過度誘發細胞自噬時，反而會促進細胞死亡，稱作

細胞自噬死亡 (autophagic cell death)或第二型的細胞程序性死亡 (type II 

programmed cell death)[150]。相對於細胞凋亡，細胞自噬所造成的細胞死亡沒有

染色體濃縮、細胞核 DNA 片段化，通常也無 caspases 活化現象。以細胞自噬死

亡的細胞可以觀察到細胞質中有大量 autophagosomes 存在，並包裹許多細胞內

的蛋白質及胞器，或以 LC3-GFP 複合蛋白或 LC3 抗體染色，可觀察到 LC3 蛋白

在細胞質中的分布由均勻轉變為小亮點(punctate staining)。 

2006 年，Buytaert 等人首次證實光動力治療後會誘發細胞自噬發生，他們以

hypericin-PDT 處理 Bak/Bax double-knockout 細胞株(細胞凋亡缺陷細胞株)，發現

會誘發 LC3-I 轉換為 LC3-II 等細胞自噬現象，若以 autophagy 抑制劑共同處理，

則會減少光動力治療導致之細胞死亡[151]。爾後，陸續證實不同光感物質引發
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的光動力作用，能偵測到細胞自噬發生，然而對於光動力治療引發細胞自噬的目

的，目前還有許多爭論。除了先前所提到，細胞自噬可能扮演非細胞凋亡的另一

種死亡模式外，也有其它證據顯示光動力治療後的細胞自噬現象，可能是幫助細

胞抵抗光動力氧化壓力的過程。如：Kessel 等人於 2007 年發表的文獻指出，若

抑制 Atg7 於低劑量光動力治療後表現，將會增加光毒殺效應[152]，顯示不同程

度的光動力氧化效應下，細胞自噬的活化可能存在不同功能。而本實驗室則是以

ALA-PDT 處理老鼠嗜鉻細胞瘤 PC12 細胞及肺腺癌 CL1-0 細胞，首次證實光動

力氧化效應會透過活化 AMPK 訊息路徑，引發細胞自噬，導致細胞死亡，更解

釋光動力治療後 AMPK 活化在 autophagy 形成的重要性[153]。 

1.3.4 細胞死亡間的交互作用 

近年許多證據指出，細胞凋亡與細胞自噬間是互相調控的，在細胞凋亡機制

被抑制時，細胞就容易走向細胞自噬性死亡；反之，在細胞自噬受到壓抑時，細

胞凋亡現象更趨明顯。許多分子被發現同時參與細胞凋亡與細胞自噬過程，例如

活性氧分子、ceramide、p53、Bcl-2、Bcl-xL、BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa 

protein-interacting protein 3)、DAPK (Death-associated protein kinase)或 p19ARF/ 

p14ARF 等[154]。細胞自噬能藉由清除蛋白質聚集(protein aggregation)和錯誤折

疊蛋白(Misfolding protein)，而維護內質網(Endoplasmic reticulum, ER)功能，阻止

內質網壓力(ER stress)誘發的細胞凋亡[155]。在細胞能量缺乏時，細胞自噬還能

經由分解回收胞器和蛋白質等大分子，為細胞提供能量和營養，延長細胞壽命。

因而在成年小鼠的饑餓期、乳鼠出生後的餵養適應期，甚至營養不足的細胞中，

均顯示出細胞自噬為細胞存活所必需[156]。當細胞遭進行藥物處理和放射性刺

激時，細胞自噬也是維護基因完整性的重要機制。因此，在乳腺癌、前列腺癌及

結腸癌細胞中抑制細胞自噬，能夠提高腫瘤細胞對放射線及化療的敏感性[157]。

粒線體在細胞凋亡與細胞自噬，這兩種死亡機制中扮演重要角色，當粒線體老化
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或受到損壞導致膜電位 Δψm發生改變時，被發現會由 autophagosomes 來清除這

些粒線體，預防細胞受到傷害，此反應又稱為粒線體自噬(mitophagy)，它能通過

清除去極化粒線體來減少活性氧分子產生，達到保護細胞的目的[158]。粒線體

自噬甚至可藉由減少線粒體外膜通透性 (mitochondrial outer membrane 

permeabilization, MOMP)和減少 cytochrome c 等粒線體促凋亡蛋白的釋放，抑制

細胞凋亡發生[159]。近年研究更發現，細胞自噬重要蛋白質 Beclin 1 可能會經由

促進抗細胞凋亡蛋白質 survivin 表現量增加，來抑制 caspases 活性，藉此阻止細

胞凋亡進行[160]。 

1.4 抗細胞凋亡家族 

人類抗細胞凋亡蛋白(Inhibitor of apoptosis protein, IAP 或 BIR-containing 

proteins, BIRCs)家族包含 BIRC1 (NAIP)、BIRC2 (cIAP1)、BIRC3 (cIAP2)、BIRC4 

(xIAP)、 BIRC5 (survivin)、BIRC6 (apollon)、BIRC7 (ML-IAP)和 BIRC8 (ILP2)

等成員。IAPs 含有至少一個特殊的作用區域 inhibitor of apoptosis domain，又稱

baculovirus IAP Repeat (BIR)，是與 caspases 作用的重要位置[161]，IAPs 可以與

caspases 結合，抑制 caspases 活性，研究指出過度表現 IAPs 可保護細胞，而阻

礙細胞凋亡發生[162]。IAPs 各成員具有自己獨特的組織特異性，比較特別是其

中的 survivin 不在正常、已分化的組織表現，僅在胎盤、胚胎組織和大多數的腫

瘤組織中被發現，因此 survivin 被認為與腫瘤發生、惡化可能有所關連[163]。 

1.4.1 生存素 Survivin 

Survivin 是在 1997 年由 Altieri 團隊發現的一個抗細胞凋亡蛋白質，基因位

在染色體 17q25 上，蛋白質分子量為 16.5 kDa，包含一個可與 Zn2+結合的 BIR

區域，以及一個 c-terminal -helical coiled-coil domain 結構，通常呈現 dimer 形式

作用[164, 165]。研究顯示 survivin 可以直接結合並抑制 caspases-3 和 caspases-7
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活性，使細胞凋亡受到抑制，反之當 survivin 功能受到破壞時，則會增加細胞死

亡[166]。它與其他抗細胞凋亡蛋白質家族成員不同處，在於可與周期蛋白依賴

性激酶(Cyclin-dependent kinases, CDKs)中 CDK4、CDK2 交互作用而阻斷細胞凋

亡訊息傳導路徑，當 survivin 與 CDK4 結合時，會使 CDK2/cyclin E 活化和視網

膜母細胞瘤蛋白(retinoblastoma protein, Rb)磷酸化，磷酸化的 Rb 促進細胞週期從

G1 轉變成 S，DNA 開始合成，細胞開始複製[167]。此外 survivin 被認為參與有

絲分裂的調控，有絲分裂期間 survivin 與中心粒(centriole)共同處於細胞質中，到

分裂中期 survivin 便轉移至核內染色體著絲粒（centromere），分裂後期則與赤道

板(equatorial plate)上的紡錘體微管(microtubule)結合，因此被發現若失去 survivin

會造成自發性細胞凋亡，或使細胞分裂不正常[168]，因此除了有抗細胞凋亡功

能外，同時具有調控細胞週期、分裂進行的雙重功能。 

與其他 IAPs 家族成員廣泛分布的特性不同，survivin 主要分布胚胎及未分化

成熟組織中，成人體內除胸腺及胎盤有微量表現外，所有分化成熟的組織均不表

現，但在大多數的腫瘤組織中都會表現，包括肺癌、皮膚癌、乳癌、胰腺癌、前

列腺癌和血癌等，另外在結腸息肉、乳腺炎、角化皮炎等癌前損傷發炎組織也能

偵測到 survivin 存在[164, 169]，survivin 出現於腫瘤惡性轉化前期，意味其表現

可能與損傷惡性轉化作用有關。最近的研究更發現，正常人尿液中幾乎檢測不到

survivin，因此尿液中的 survivin 含量，能作為膀胱癌患者的檢驗指標[170]。除

了在癌組織或癌症病患尿液中檢測到 survivin 外，也發現以化療藥物治療癌症可

能會引發 survivin 大量表現，例如使用抗癌藥物 adriamycin 或 taxol 治療乳癌細

胞 MCF-7 及子宮頸癌細胞 HeLa 會使 survivin 增加[171]，因此 survivin 被當作化

學治療甚至是放射線治療產生抗性或癒後指標因子。近年來對於如何抑制

survivin 路徑的研究相當重視，期望能應用於癌症治療上，增加治療效力[169]。 
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目前已發現有許多轉錄因子能調控 survivin 表現，包括 NF-κB (nuclear 

factor-κB)、Ap-2 (Activating Protein-2)、STAT3 (Signal transducer and activator of 

transcription 3)、Sp1 (Transcription factor Sp1 or specificity protein 1)和 p53 (Tumor 

proteins p53)等[172]。此外，研究發現 survivin 蛋白質 threonine-34 位置，會被細

胞週期激素 Cdc2-cyclinB1 磷酸化，而活化 survivin 功能，並使其蛋白質穩定度

增加[173]。最近研究指出，腫瘤細胞中 COX-2 過度表達，可能會間接調控 survivin

表現，其調控方式是透過 COX-2 代謝所形成的前列腺素 prostaglandin (PG)，阻

止 survivin 降解，使 survivin 能更穩定存在於細胞中[174]。而細胞中的 p53，則

可藉直接結合至 survivin 啟動子 (promoter)位置，阻礙 survivin 轉錄作用

(transcription)。另外 p53還能藉由抑制 survivin啟動子位置組蛋白乙醯化 (Histone 

acetylation)，而干擾啟動子功能，影響轉錄過程，使腫瘤細胞內 survivin 表現量

下降，而失去抗細胞凋亡和促進細胞生長之能力[175]。 

光動力治療會透過氧化壓力引發細胞死亡，卻也被發現會活化促存活蛋白質

表現，而干擾細胞毒殺效應。其中 survivin 的表現在許多光感物質引起的光動力

作用都被證實會有所上升[176-178]，除此之外也觀察到光動力治療 survivin 有磷

酸化現象發生[176]，可能會因此加強其功能，而避免細胞走向死亡。因此對於

光動力治療後，是透過何種調控路徑啟動 survivin 表現或修飾，是研究光動力治

療的重要課題。近年研究發現，光動力治療後可能藉由活化 NF-κB，提升 inducible 

nitric oxide (NO) synthase (iNOS)蛋白質表現量，而促使 survivin 表達[178]。 

1.5 環氧化酵素-2 (Cyclooxygenase-2, COX-2) 

   已知 Cyclooxygenase (COX)存在兩種異構體，分別是 COX-1 和 COX-2[179]。

COX 在體內主要生理功能，是利用其環氧化酵素將細胞膜上磷脂質(phospholipid)

水解而來的花生四烯酸 (Arachidonic acid, ARA)氧化、環化成前列腺素

prostaglandin G2 (PGG2)，在利用過氧化酵素(peroxidase)還原成 PGH2，之後經由
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不同酵素合成各種下游產物，如 PGF2、PGD2、PGI2 或 PGE2 等，為細胞合成

前列腺素之速率決定酵素[180]。COX-1 為常態表現之蛋白質，在大部分組織中

都能被發現，不受刺激影響其表現，對於維持腸胃道黏膜完整性、腎血流的調節

以及血小板聚集的控制等生理恆定有關。COX-2 是在 1991 年首次由勞斯肉瘤病

毒(Rous sarcoma virus，RSV)轉殖的小雞胚胎纖維母細胞中純化出來[181]。

COX-2 屬於立即且早期反應的基因，位在染色體 1q25.2-25.3 位置，分子量約為

72 kDa。在大部分正常組織是偵測不到 COX-2 mRNA 或蛋白質存在的，可藉由

生長因子、致癌基因、致癌物質、缺氧或 cytokines、LPS 等刺激，快速且大量的

活化其表現量，特別是與發炎有關的細胞，如巨噬細胞、單核球等中表現，以影

響 PG 生成，促使慢性或急性發炎反應發生[182]。此外 COX-2 被證實與癌症發

展進程有關，在許多癌症皆發現 COX-2 表現會高於其周邊正常組織[183, 184]，

文獻指出COX-2及其下游因子PG的活化與癌症的致癌機制有相當密切的關係，

像是影響細胞增生、血管新生(angiogenesis)及細胞凋亡(apoptosis)以及腫瘤轉移 

(metastasis)等[185, 186]。 

COX-2 在細胞中表現的調控包含轉錄及轉錄後修飾。在 COX-2 的 promoter

上被發現有多種轉錄因子的結合位置，包括 Sp1、NF-κB、CREB (cAMP response 

element-binding protein) 、 C/EBP (CCAAT-enhancer-binding proteins) 、 AP2 

(Activating Protein 2)等[187]。不同的的刺激來源或不同的細胞種類，可能會引發

不同的訊息路徑和轉錄因子調控 COX-2 表現。研究發現許多生長因子或致癌基

因會活化 PKC、RAS 或 MAPK 訊息路徑刺激 COX-2 表達[188]。雖然許多因子

能促進 COX-2 轉錄，也有另外一些因子是能負調控 COX-2，其中 p53 就具有抑

制 COX-2 表現的能力，其能抑制 COX-2 主要經由跟 TATA 結合蛋白質

(TATA-binding protein)競爭 TATA box 結合位置[189]。另外研究也發現，除了轉

錄調控外，轉錄後修飾(post-transcriptional modification)也具有影響 COX-2 的能

力。COX-2 mRNA 3’端非轉譯區(untranslated region, UTR)有一 Shaw/Kamen 
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(AU-enriched elements, ARE)序列片段，此序列會讓 COX-2 mRNA 表現後快速分

解[189]，實驗發現 COX-2 之所以在腫瘤細胞中能大量表現，除了與 COX-2 轉錄

增加有關外，可能也與降低 COX-2 mRNA 轉換(turn-over)有關[190]，其中 RNA

結合蛋白質(RNA binding protein) HuR 被證實能結合至 COX-2 ARE 序列上，增

加 COX-2 mRNA 穩定性[191]。ERK1/2 與 p38MAPK 也被發現能影響 COX-2 

mRNA 穩定度[192, 193]。 

許多文獻報導光動力治療後，會立即地誘發大量 COX-2 表達[194, 195]，更

於動物實驗中證實，使用 COX-2 抑制劑能顯著提升光動力治療於腫瘤抑制之效

應[195, 196]。目前已知，p38MAPK 在光動力氧化效應後，COX-2 表現增加中扮

演關鍵角色[194, 197]，而 NF-κB 則是被認為主要調節 COX-2 的重要轉錄因子

[110]。然而目前的研究對於 NF-κB 是否受到 p38MAPK 調控，參與在光動力作

用後 COX-2 轉錄中還尚未釐清，此外是否還有其他調控機轉影響 COX-2 表現也

不甚明白，還有待更多深入的研究探討。 

1.6 組蛋白乙醯化 (Histone acetylation) 

染色體上的蛋白質包括組蛋白(Histone)與非組蛋白(non-histone)，其中組蛋

白是 DNA 包裝蛋白(DNA-packaging protein)，其功能是和 DNA 纏繞在一起形成

核小體(Nucleosome)，組蛋白分為 H1、H2A、H2B、H3 和 H4，而核小體是由

146 bp 長的 DNA 與組蛋白八聚體(包括兩個 H2A、兩個 H2B、兩個 H3 及兩個

H4)折疊而成，為鏈狀 DNA 形成更堅韌染色體的第一級結構，H1 則作為兩個核

小體間的連結，成串的核小體所構成的染色質可進一步摺疊，並壓縮成更緊密的

染色體(Chromosome)[198]。許多研究證實核小體的緊密型態會阻礙基因轉錄作

用，核小體的結構或組蛋白與 DNA 的交互作用，使基因被調控的區間無法被轉

錄聚合物(Transcription machinery)或其他的活化者結合，因此染色體結構的改變
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與轉錄作用的活化關係，在近幾年被廣泛的研究。其中組蛋白的轉譯後修飾

(Post-translational modifications)能影響基因表達，主要即是因為當 DNA 與組蛋白

間纏繞發生改變時，即可能造成基因表現的改變[198]。組蛋白(尤其是 H3 和 H4) 

N端暴露於八聚體的核心外圍，可作為多種酵素的受質，並可以引導轉譯後修飾，

這些修飾包括乙醯化(acetylation)、甲基化(methylation)、泛素化(ubiquitylation)、

磷酸化(phosphorylation)以及 sumoylation，其中組蛋白乙醯化在近年廣泛被研究

[198]。研究顯示，組蛋白的乙醯化可能會促使基因活化表達，其原因為 DNA 骨

架上的磷酸帶負電，能與組蛋白上帶正電的 lysines 互相吸引，當帶正電的 lysines

被乙醯化修飾後，會轉變為電中性，使 DNA 與組蛋白之間結合變疏鬆，因此轉

錄因子便能結合至 DNA 上，利於基因轉錄發生[198-200]。而組蛋白乙醯化程度

取決於組蛋白乙醯化轉酶(histone acetyltransferases, HATs)及組蛋白去乙醯化酶

(histone deacetylases, HDACs)兩者間之活性平衡[200]。 

HATs的功能是將 acetyl-coenzyme A (acetyl-CoA)上的乙醯基團移至組蛋白N

端的 lysine 側鏈上-胺基酸基團，使組蛋白 N 端正電減弱，進而減少組蛋白與

DNA 親和性 [199] 。組蛋白乙醯化轉酶可分為五個家族 GCN5-related 

acetyltransferases (GNATs)、p300/CBP、MYST、TBP-associated factors II 250 (TAF 

II 250)、Nuclear receptor coactivators 及 ATF2[199]。其中 GNATs 家族被研究相當

多，為轉錄輔助活化因子(transcriptional co-activator)，其家族成員包含 GCN5、

PCAF (p300/CREB-binding protein-associated factor)、Ada、SAGA、Elp3、Hpa2

及 Hat1 等[201]。GCN5 與 PCAF 皆具有 160 個胺基酸所組成的 HAT domain，在

C 端含有一個 bromodomain，亦可與組蛋白上乙醯化的 lysine 結合，促進基因表

現[202]。另外 PCAF 也被發現能與 p300 交互作用，更能將乙醯基移轉至非組蛋

白蛋白質(Non-histone protein)如 NF-κB、p53、MyoD、Tat 等[203]。p300/CBP 家

族則包含有p300及CBP (CREB-binding protein)，其具有500個胺基酸組成的HAT 

domain，並含有一個 bromodomain 以及三個 cysteine-histidine rich 的 CH domain，

http://en.wikipedia.org/wiki/Acetylation
http://en.wikipedia.org/wiki/Methylation
http://en.wikipedia.org/wiki/Ubiquitylation
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphorylation
http://en.wikipedia.org/wiki/Sumoylation
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CH domain 主要功能是幫助 p300 或 CBP 與其他蛋白質結合[201]。p300/CBP 家

族同樣為 transcriptional co-activator，在細胞週期(cell cycle)、細胞分化(cell 

differentiation)或細胞凋亡等功能上扮演重要角色，此外也發現 p300/CBP 家族可

藉由和許多轉錄因子交互作用，進而刺激特定基因轉錄的進行[204]。MYST 家

族包括 MOZ、YBF2/SAS3、SAS2、Tip60、HBO 等，含有 250 個胺基酸組成 HAT 

domain，其家族調控的範圍很廣，包含轉錄活化作用、transcriptional silencing、

dosage compensation 和 cell cycle progrssion 等[205]。TAF II 250 家族是 general 

transcriptional factor TFIID 的次單元，可與 TATA-binding protein 結合，並具有一

個 HAT domain、兩個 bromodomain 及 kinase domain，因此除了 HAT 活性還具有

kinase 活性，可控制細胞週期及 DNA 合成[206]。Nuclear receptor coactivators 家

族包括 SRC-1 與 ATCR，可與 Nuclear hormone receptor 結合，具有一個 HAT 

domain 、 basic helix-loop-helix homology (bHLH) domain 、 Nuclear receptor 

interaction region (RID)[207]。ATF2 家族含有 HAT domain、能與 DNA結合的 basic 

zinc binding (bZIP) domain 以及有轉錄活性的 transcriptional activation (Act) 

domain，是同時具有轉錄因子和 HAT 活性的蛋白質[208]。HATs 因為其不同家

族特性使其相對乙醯化受質會有所差異，研究發現 GNATs 家族通常乙醯化 H3

的 lysine 14，p300/CBP 家族能乙醯化四種核心組蛋白，MYST 家族的主要乙醯

化受質是組蛋白 H4[209]。 

HDACs 的功能為去除組蛋白 N 端乙醯基，因此能使 DNA 與組蛋白間纏繞

更加緊密，抑制基因轉錄。目前可將 HDACs 分為四型，分別是第一型 HDAC1、

HDAC2、HDAC3 和 HDAC8、第二型 HDAC4、HDAC5、HDAC6、HDAC7、

HDAC9 和 HDAC10、第三型 Sirtuin1-7 及第四型 HDAC11[210]。第一型 HDACs

位於細胞核，常與轉錄因子共同作用，主要功能是調控細胞存活、細胞生長。第

二型 HDACs 則可能會存在細胞質與細胞核中，具有組織特異性，特別是其中

HDAC6 能在細胞質中抑制微管蛋白(tubulin)之乙醯化，而影響細胞移動。研究也
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發現抑制 HDAC6 會使 Hsp90 (heat shock protein 90)乙醯化，降低其蛋白質保護

功能。有別於第一型與第二型，第三型 HDACs 為酵母菌 sir2 的同源蛋白質，需

要 NAD+作為輔酶才有活性。第四型 HDAC11 活性區序列與第一型與第二型類似，

被發現能與 HDAC6 交互作用[210]。 

將乙醯基轉移至組蛋白 lysine 位置時，轉錄因子與 chromatin regulators 能直

接或間接結合至乙醯化的組蛋白上，因此組蛋白或其他蛋白質乙醯化及去乙醯化

作用的平衡在正常細胞增生、生長與分化上極為重要[200, 211]，這樣的機制功

能喪失會導致不同疾病發生。許多文獻發現 HATs 或 HDACs 活性喪失或錯誤調

節與腫瘤生成或惡化有關[212]。目前已有多種 HATs 抑制劑被應用，1992 年研

發出的 polyamine-CoA conjugates 可抑制乙醯轉移酶的的活性[213]。2000 年學者

合成 peptide CoA conjugates 作為篩選 HATs 抑制劑的工具，發現 Lys-CoA 能專

一抑制 p300，而 H3-CoA-20 能針對抑制 PCAF 活性[214]。Balasubramanyam 等

人在2003年，從 cashew nut shell liquid中萃取出天然HATs抑制劑anacardic acid，

專一性抑制 p300 活性 [215]，此外也合成具有活化 p300 活性的小分子

N-(4-Chloro-3-trifluoromethyl- phenyl)-2-ethoxy-6-pentadecyl-benzamide[215]。此

後，學者又陸續從植物中萃取出各種天然 HATs 抑制劑如 EGCG、curcumin、

garcinol 等，被證實對於 p300 及 PCAF 活性具有抑制效果，能抑制轉錄作用進行

[216-218]。  

目前對於光動力治療後，是否引發 epigenetics modification 的相關研究相當

有限，只有在 2009年Flores-Ancona等人使用ALA-PDT發現會引起細胞內 histone 

H4 乙醯化程度上升[219]，和同年 Mamoon 團隊指出 Indocyanine green (ICG)-PDT

會顯著抑制細胞中 HDAC 活性，推論可能因此影響組蛋白乙醯化修飾[220]。然

而，光動力治療是如何導致組蛋白乙醯化修飾改變，以及組蛋白乙醯化修飾改變

對於細胞又會造成何種影響，目前都還尚未清楚，有待更多研究進行探討。 
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1.7 研究動機與目的 

已知光動力治療會藉由產生氧化壓力導致腫瘤細胞死亡，為極有潛力之癌症

治療方式。但近年研究指出，光動力治療後可能會經由引發促存活分子 COX-2

蛋白質表達，而阻礙光動力治療成效[194, 195]，因此學者們致力探討光動力治

療引發 COX-2 之相關分子機轉，希望藉由了解促存活分子 COX-2 的活化機制路

徑，發展增強光動力治療成效的治療模式。過去研究曾利用 COX-2 抑制劑降低

COX-2 於光動力治療後表現，發現能提升光動力腫瘤抑制效果[196, 221]，但是

對於光動力治療是透過何種分子調控機轉導致 COX-2 上升仍尚未明瞭。目前已

知光動力治療會透過 p38MAPK 路徑活化，促使 COX-2 表達[194, 197]。此外發

現 COX-2 轉錄會受到轉錄因子 NF-κB 影響[110]，光動力治療後也確實發現

NF-κB 的活化受到 p38MAPK 調控[222, 223]，然而目前卻無任何證據顯示光動力

治療後會經由 p38MAPK 路徑活化 NF-κB，而促進 COX-2 轉錄。根據 Hendrickx

等人的研究指出，hypericin-PDT 雖然會活化 NF-κB，但上升的 COX-2 表現可能

與活化的 NF-κB 無關[194]，顯示對於光動力治療後 p38MAPK 如何調控 COX-2

轉錄過程還需更深入研究探討。近年研究發現 COX-2 的表現除了與其轉錄因子

調控有關，還會受到其啟動子上組蛋白乙醯化修飾所影響[224-226]。已有許多發

表顯示氧化壓力可能會活化組蛋白乙醯化轉酶，增加對組蛋白乙醯化之修飾，然

而目前對於光動力治療後是否會引發組蛋白乙醯化修飾改變之研究相當有限。因

此，本篇論文將分析光動力治療後，是否造成組蛋白乙醯化修飾改變，並將深入

探討組蛋白乙醯化與 p38MAPK、NF-κB 活化和 COX-2 表現之間的關係，希望

藉由對於此調控路徑之瞭解，開發增進光動力作用效應之治療方式，期待對於日

後光動力治療療效提升能有更進一步的應用。 

所以本研究欲完成具體目標如下: 

一、檢測光動力治療後組蛋白乙醯化修飾程度改變與 COX-2 表現的關係 
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1.實驗將以西方點墨法分析 ALA-PDT 後組蛋白乙醯化修飾程度，並檢測組         

  蛋白乙醯化轉酶及組蛋白去乙醯化酶的表現及活性。 

2.確認 ALA-PDT 後 COX-2 的表現，並利用組蛋白乙醯化轉酶抑制劑或以  

  RNAi 改變組蛋白乙醯化轉酶表現，以瞭解光動力治療後組蛋白乙醯化修 

  飾程度和 COX-2 表現是否有所關連，並以 ChIP assay 分析組蛋白乙醯化 

  修飾對 COX-2 轉錄之影響。 

二、探究光動力治療後啟動組蛋白乙醯化修飾之訊息路徑 

    1.將針對過去已知能調控 COX-2 表現的 p38MAPK 進行分析，並檢測  

      ALA-PDT 後 p38MAPK 是否活化。 

2.將使用 p38MAPK 抑制劑處理，觀察其對 ALA-PDT 後組蛋白乙醯化轉酶 

   表現、活性和組蛋白乙醯化修飾程度之調節。 

三、分析光動力治療後組蛋白乙醯化轉酶對 COX-2 轉錄因子 NF-κB 之影響 

    1.以西方點墨法檢測 ALA-PDT 後，NF-κB 是否也會受到組蛋白乙醯化轉酶 

     修飾。 

    2.利用組蛋白乙醯化轉酶抑制劑確認ALA-PDT 後增加的NF-κB乙醯化修飾 

是否影響下游 COX-2 表現，並以 ChIP assay 分析 NF-κB 乙醯化修飾對

COX-2 轉錄之影響。 

四、以 xenograft tumor models 和 syngeneic tumor models 驗證細胞層次的結果 

    將使用植有 C26 腫瘤之 BALB/c 小鼠以及植有 A375 腫瘤之 NU/NU 小鼠， 

驗證經過光動力治療後是否誘發組蛋白乙醯化修飾，並以 ChIP assay 分析活 

體腫瘤組織中組蛋白乙醯化修飾上升對 COX-2 轉錄之影響。  

五、試驗組蛋白乙醯化轉酶抑制劑是否能增強光動力治療效應 

    1.使用組蛋白乙醯化轉酶抑制劑結合光動力治療，以 MTT 和 Colony 

formation assay 檢測對細胞毒殺效應。 

    2.使用組蛋白乙醯化轉酶抑制劑結合光動力治療，檢測對植有 C26 腫瘤之 

      BALB/c 小鼠之腫瘤抑制效果。 
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    3.觀察組蛋白乙醯化轉酶抑制劑結合光動力治療後，是透過何種死亡路徑加

強細胞死亡，將分別分析此結合型治療對細胞凋亡、細胞壞死或細胞自噬

的影響。 
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第二章 材料與方法 

2.1 細胞株與細胞培養 

    人類黑色素瘤 A375 細胞株培養於含 10% Fetal bovine serum (FBS) 

(Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israel)之 DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle Medium, 購自Gibco®, Life Technologies Corporation, Waltham, MA, USA)培

養液。A375 細胞株經由 PromegaGenePrint® 10 System (Promega, Madison, WI, 

USA)與 ABI PRISM 3730 GENETIC ANALYZER 和 GeneMapper®  software V3.7. 

(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)認證為 A375 細胞株。小鼠大腸癌 C26

細胞株培養於含 10% FBS 之 RPMI 1640 (Life Technologies Corporation)培養液，

所有細胞培養於 37oC、5% CO2的恆溫細胞培養箱中。C26 細胞株，由台北醫學

大學醫學檢驗暨生物技術學系劉俊仁教授提供。 

2.2 in vitro 光動力治療  

    ALA-PDT 將細胞種入 60-mm 培養盤中，培養於 37oC、5% CO2 的恆溫細

胞培養箱中 24 小時。移除培養液後，加入 1 mM ALA (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

(以未含FBS及phenol red的培養液稀釋)，避光於恆溫細胞培養箱中培養三小時。

接著使用波長為 635 ±20 nm，強度為 60 mW/cm2之 LED 光源，進行特定劑量之

照光。照光後，將培養液移除，加入含有 10% FBS 之培養液於 37oC、5% CO2

的恆溫細胞培養箱中培養至特定實驗時間點。 

Ce6-PDT 將細胞種入 60-mm 培養盤中，培養於 37oC、5% CO2的恆溫細胞

培養箱中 24 小時。移除培養液後，加入 0.5 g/l Ce6 (Frontier Scientific, Inc., 

Logan, UT, USA) (以未含 FBS 及 phenol red 的培養液稀釋)，避光於恆溫細胞培養

箱中培養兩小時。接著使用波長為 650 ± 5 nm，光源強度為 32 mW/cm2之 LED
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光源進行 0.5 J/cm2照光。照光後，將培養液移除，加入含有 10% FBS 之培養液

於 37oC、5% CO2的恆溫細胞培養箱中培養至特定實驗時間點。 

2.3 細胞存活率試驗 

2.3.1 MTT assay 

     MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) (Sigma)為可溶於水的黃色粉末，

經過細胞內粒線體中的去氫酵素 (dehydrogenase)代謝後，能使水溶性的

tetrazolium salt 還原成藍紫色結晶產物 formazan[227]。由於粒線體去氫酵素只有

在活細胞中才有活性，故使用此方法檢測細胞存活率。將 A375 或 C26 細胞種於

96 well plates (8000 cells/well)，置於細胞培養箱(37℃、5%CO2)培養 24 小時後，

進行後續實驗。細胞與 1 mM ALA 培養三小時後，以波長為 635 ±20 nm，強度

為 60 mW/cm2之 LED 光源進行照光(照光劑量為 2 J/cm2)，照光前 30 分鐘，加入

不同濃度之 HAT 抑制劑 AA (Abcam, Cambridge, MA, USA)，之後將細胞培養在

含 10% FBS 之培養液，於 37oC、5% CO2 的培養箱中培養 24 小時。移除培養液

後，加入 2 mg/ml MTT 溶液(以未含 FBS 之培養液稀釋，使 MTT 溶液最終濃度

為 0.4 mg/ml)。避光培養 2 小時後移除 MTT 溶液，所產生的藍紫色結晶產物

formazan 以 DMSO 溶解，使用 microplate readers (Amersham Biosciences, 

Amersham, UK)檢測於波長 570 nm 之吸光值，以代表 formazan 的量。細胞存活

率公式：MTT activity (%) = (mean absorbance of treated cells/mean absorbance of 

control cells)×100%。 

2.3.2 Colony-formation assay 

    將 1×103顆細胞種於 60 mm 培養盤中，培養於 37oC、5% CO2的恆溫細胞培

養箱中 24 小時。移除培養液後，加入 1 mM ALA 培養 3 小時，於照光前 30 分
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鐘加入不同濃度之 HAT 抑制劑 AA 共同培養，隨後以 635 nm 光源(照光劑量為

2 J/cm2)進行光動力照光。隨後移除廢液，並將細胞培養在含 10% FBS 之培養液，

於 37oC、5% CO2 的恆溫培養箱中培養 5 天。移除培養液後，使用 PBS 潤洗 2

次，加入 4% formaldehyde (Sigma)於室溫下作用 2 小時，以固定細胞。移除

formaldehyde 後，使用 0.005% crystal violet (Sigma)於室溫下作用 24 小時，進行

colony 染色，之後移除 crystal violet，於室溫下自然風乾。最後照相記錄並計數

colony 數量，而至少需由 50 個細胞組成，始能被計數成一個 colony。 

2.4 基因表達分析 

2.4.1 萃取 RNA (RNA extraction) 

將培養盤上之細胞，以PBS潤洗細胞兩次，移除PBS後，加入TRIzol®  Reagent 

(1 ml/107 cells) (Invitrogen™, Life Technologies Corporation)，輕輕搖晃使其與細胞

作用完全，作用 5 分鐘後，將上述溶液吸取至 1.5 ml 微量離心管中，加入

chloroform (0.2 ml/1 ml TRIzol reagent) (Sigma)，充分混合，於室溫下靜置 3 分鐘

後，以 12000 rpm、4oC 離心 15 分鐘。將溶液分為三層。抽取水層至新的 1.5 ml

微量離心管中，加入 isoprophyl alcohol 沉澱 RNA (0.5 ml/1 ml TRIzol reagent) 

(Sigma)，於室溫下靜置 10 分鐘後，以 12000 rpm、4oC 離心 15 分鐘，RNA 將沉

澱於底部。接著清除上清液，以 75%酒精潤洗 pellet (1 ml/1 ml TRIzol reagent)，

於 7500 rpm、4oC離心 10分鐘。去除上清液，風乾後將其溶於 Diethylpyrocarbonate 

(DEPC) (Sigma)水中，並於 55oC 水浴槽加熱 10 分鐘回溶 RNA，樣品保存於

-20oC。 
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2.4.2 反轉錄作用 (Reverse Transcription, RT) 

偵測 OD260/280 吸收值，換算自細胞中抽取之 RNA 濃度。取 1 μg RNA，

並以DEPC水補充至終體積為 10.5 μl，混和均勻，接著加入 1 μl Random Hexamers 

(Invitrogen™, Life Technologies Corporation)後，置於 70oC 作用 10 分鐘。之後於

每反應管中加入以下試劑：4 μl 5X First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCl, 375 mM 

KCl, 15 mM MgCl2)、2 μl 0.1 M DTT、2 μl 10 mM dNTP、0.5 μl RiboLock RNase 

inhibitor (全購自 Invitrogen™, Life Technologies Corporation)，置於 42oC 作用 2

分鐘。再加入 1 μl 的 SuperScript II (Invitrogen™, Life Technologies Corporation)，

充分混和後，於 25oC 作用 10 分鐘，42oC 作用 50 分鐘，70oC 作用 15 分鐘，保

存於-20oC。 

2.4.3 聚合酶連鎖反應 (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

PCR 為利用反轉錄作用反應所獲得的 cDNA，及使用特定的引子片段針對目

標基因進行放大作用之反應。PCR 反應中需含有以下試劑：2.5 Unit Tag DNA 

polymerase、3 mM MgCl2、1X PCR buffer、0.4 mM dNTP (上述購自 Invitrogen™, 

Life Technologies Corporation)、0.1 μM Forward Primer、0.1 μM Reverse Primer 和

1 μl RT product，最後以 DEPC 水將體積補至 25 μl，置入 PCR 反應器內進行聚

合酶連鎖反應，反應為 95°C 作用 5 分鐘，再依照不同基因進行不同次數的循環

反應，其條件為 95°C 作用 1 分鐘，55°C 作用 50 秒，72°C 作用 50 秒的循環反

應，再以 72°C 作用 10 分鐘，最後溫度維持在 4°C，完成聚合酶連鎖反應。PCR

實驗使用之 Primers 序列如下: 

Primers 序列 

COX-2(forward) 5'-TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT-3' 

COX-2(reverse) 5'-AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT-3' 
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survivin(forward) 5'-CTTTCTCAAGGACCACCGCATC-3' 

survivin(reverse) 5'-CAATCCATGGCAGCCAGCTGC-3' 

PCAF(forward) 5'-TCCTGTCGGAGTTGTAGCCA-3' 

PCAF(reverse) 5'-GTTCTGGAAGAGGCTGAGAG-3' 

p300(forward) 5'-AGCCCTGGCAGTATGTCGAT-3' 

p300(reverse) 5'-GAATCCAGCAGGCCAGATGA-3' 

GCN5(forward) 5'-GTCAGGCTTCACCATGCCAC-3' 

GCN5(reverse) 5'-TGCCGATGACATGGAACTCG-3' 

HDAC1(forward) 5'-AACCTGCCTATGCTGATGCT-3' 

HDAC1(reverse) 5'-CAGGCAATTCGTTTGTCAGA-3' 

HDAC2(forward) 5'-GGGAATACTTTCCTGGCACA-3' 

HDAC2(reverse) 5'-ACGGATTGTGTAGCCACCTC-3' 

HDAC3(forward) 5'-TGGCTTCTGCTATGTCAACG-3' 

HDAC3(reverse) 5'-GCACGTGGGTTGGTAGAAGT-3' 

-actin(forward) 5'-TGGACTTCGAGCAAGAGATGG-3' 

-actin(reverse) 5'-ATCTCCTTCTGCATCCTGTCG-3' 

PCR 反應產物以瓊脂膠體電泳(Agarose Gel Electrophoresis)分析基因表現。

首先使用 TAE (Tris-acetate-EDTA) Buffer (Life Technologies Corporation)配製 2%

瓊脂膠體，待膠體凝固後放入含 TAE buffer 電泳槽中，隨後將 PCR 產物與 DNA 

Gel Loading Dye (6X) (Life Technologies Corporation)混合均勻，加入樣品槽，通

入適當電壓進行電泳。電泳結束後以 ethidium bromide (EtBr) (Sigma)染劑染色，

於 BioDoc-It®  Imaging System (UVP, Upland, CA, USA)觀察並擷取電泳結果。 

2.5 蛋白質表達分析 

2.5.1 Total蛋白質萃取 
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將A375或C26細胞種於60 mm培養皿中，依照實驗所需之條件進行處理。隨

後移除細胞廢液，以PBS潤洗兩次，隨後加入40 μl Radioimmunoprecipitation assay 

buffer (RIPA buffer)，混和均勻後，靜置於冰上10分鐘。利用細胞刮杓收集細胞

細胞萃取液，以14000 g、4oC離心10分鐘，離心後保留上清液並保存於-80℃冰箱。

RIPA buffer配方如下：50 mM Tris、150 mM NaCl、0.1% SDS、0.5% sodium 

deoxycholate、1% Triton X-100 (上述購自Sigma)和cocktail protease inhibitors 

(Calbiochem® , Millipore, Temecula, CA, USA)。  

2.5.2 細胞質/細胞核蛋白質萃取 

    將A375或C26細胞種於60 mm培養盤中，依照實驗所需之條件進行處理。隨

後使用NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Life Technologies 

Corporation)分別提取細胞質和細胞核蛋白質。首先將細胞自培養盤上收集下來，

以500 g離心5分鐘，經PBS潤洗後，加入CER I試劑並震盪15秒，使細胞完全懸浮

後，靜置於冰上10分鐘。接著加入CER II試劑並震盪5秒，置於冰上1分鐘。以16000 

g離心5分鐘(離心前先震盪5秒)後，快速將上清液(此上清液為細胞質萃取蛋白質)

移至新的eppendorf，保存於-80oC。最後以NER試劑懸浮離心後殘留物，震盪15

秒後置於冰上40分鐘(期間每10分鐘震盪15秒)，以16000 g離心10分鐘後，快速將

上清液(此上清液為細胞核萃取蛋白質)移至新的eppendorf，保存於-80oC。CER I：

CER II：NER試劑比例為200：11：100 µl，依照細胞數調整試劑使用量。 

2.5.3 蛋白質定量 

    抽取細胞蛋白質後，使用bicinchoninic acid (BCA)方法分析並定量其中蛋白

質之含量。參照Micro BCATM Protein Assay Kit (Life Technologies Corporation)，

首先將Albumin (BSA)進行序列稀釋，濃度從1000 µg/ml至15.625 µg/ml，建立

Albumin (BSA) Standard。接著將蛋白質樣品稀釋至適當濃度後，加入BCA 

http://en.wikipedia.org/wiki/Tris
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_chloride
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_deoxycholate
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_deoxycholate
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Reagent後，於37oC作用30分鐘進行反應(BCA Reagent MA：MB：MC比例為25：

24：1)，檢測標準品與細胞萃取液中的蛋白質濃度，利用microplate readers 

(Amersham Biosciences)於波長570 nm下測量樣品之吸光値，繪製標準曲線，並利

用樣品的吸光值與標準曲線進行迴歸運算，計算出蛋白質濃度。 

2.5.4 西方點墨法 (Western Blot) 

   從各個樣品中分別取出 50 μg 之蛋白質，並加入 4X SDS sample buffer 均勻混

合後，於沸水中加熱 5 分鐘。利用 12% SDS-PAGE 於進行蛋白質電泳，分離樣

品中的蛋白質。SDS-PAGE 電泳進行完畢之後，取下膠片以固定電壓方式將膠片

上的蛋白質轉漬至 Nitrocellulose (NC) membrane (GE Healthcare, Little Chalfont, 

UK)上。轉漬過後，將 NC membrane 浸泡於含有 5% Skim Milk (Difco, BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA)的 TBST buffer 中，於 37oC blocking 1 小時。隨

後以 TBST buffer 潤洗三次，每次 10 分鐘。接著以含有 5% BSA (Sigma)的 TBST 

buffer 稀釋一級抗體，並於 4 oC 下進行雜合反應 overnight。反應完畢後以 TBST 

buffer 潤洗三次，每次 10 分鐘，加入二級抗體(以含有 5% BSA 的 TBST 稀釋)，

於室溫下反應 1小時後，用 TBST buffer潤洗三次，每次 10分鐘。最後於membrane

上加入 ECL Western Blotting Substrate (Pierce™, Life Technologies Corporation)進

行反應，並以 FluorChem™ System (ProteinSimple, San Jose, CA, USA)擷取冷光影

像。 

 

Western Blot 試劑與抗體如下： 

RIPA buffer 

20 mM Tris-HCl, pH 7.4、150 mM NaCl、1 mM EDTA、1 mM EGTA、25 mM - 

glycerophosphate、10% Glycerol、1% Triton X-100 

4X SDS sample buffer                        
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0.5 M Tris-HCl, pH 6.8、8 mM EDTA、8% SDS、40% Glycerol、0.008% bromophenol 

blue、20% -mercaptoethanol 

5X Running Buffer 

0.05 M Tris-base, pH 8.3、0.38 M Glycine、0.2% SDS 

1X Transfer Buffer 

25 mM Tris-base、100 mM Glycine、10% Methanol 

TBST buffer  

20 mM Tris-HCl, pH 7.4、150 mM NaCl、1 mM EDTA、1 mM Na3VO4、0.05% 

Tween 20 

Seperating Gel 

ddH2O、2.0 M Tris-HCl, pH 8.8、40% Acrylamide、10% SDS、10% ammonium 

persulfate (APS)、TEMED 

Stacking Gel 

ddH2O、1.0 M Tris-HCl, pH 6.8、40% Acrylamide、10% SDS、10% ammonium 

persulfate (APS)、TEMED 

抗體 

COX-2、p38MAPK、Lamin A/C 抗體購自 Epitomics (Cambridge, MA, USA)。

phosphorylated p38、p38α、p38β、cleaved caspase-3、acetyl-NF-κB p65 (K310)抗

體購自 Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)。acetyl-Histone H3 抗體購

自 Millipore。GAPDH、Histone H3、survivin 抗體購自 GeneTex (Irvine, CA, USA)。

cleaved PARP 抗體購自 Abcam。Beclin-1 抗體購自 BD Biosciences。p300HAT 抗

體購自 Novus Biologicals (Littleton, CO, USA)。 
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2.6 細胞凋亡(apoptosis)檢測 

2.6.1 Hoechst 染色 

    將 A375 或 C26 細胞種入 60-mm (含兩片蓋玻片)培養盤中，培養於 37oC、

5% CO2的恆溫培養箱中 24 小時。移除培養液後，加入 1 mM ALA 培養 3 小時，

於照光前 30 分鐘加入不同濃度之 HAT 抑制劑 AA 共同培養，隨後以 635 nm 光

源(照光劑量為 2 J/cm2)進行光動力照光。隨後移除廢液，並將細胞培養在含 10% 

FBS 之培養液，於 37oC、5% CO2的恆溫培養箱中培養 4 小時。隨後加入 5 g/ml 

Hoechst 33342 (Molecular Probes® , Life Technologies Corporation)共同培養30分鐘，

Hoechst 33342 是 DNA 染劑，其對細胞膜的通透性佳，可以直接通過細胞膜進入

細胞核內，與含氮鹽基 A-T 配對結合，藉此來觀察細胞核中 DNA 分布情形。在

細胞正常之情況下，DNA 於細胞核內分布均勻，此時可觀察到 Hoechst 33342 因

染到 DNA 而均勻分布於細胞核內。然而細胞若進行細胞凋亡(Apoptosis)時，會

因為核中 DNA 有濃縮 (Condensation)或因內切酶作用而使 DNA 有斷裂

(Fragmentation)等現象出現，而使其螢光影像之亮度增加。在 Hoechst 33342 染色

後，使用 PBS 潤洗兩次，製成玻片後，使用螢光顯微鏡(Olympus, Shinjuku, Tokyo, 

Japan)觀察(激發波長：330-385 nm)。 

2.6.2 Annexin V/PI 染色 

利用鈣依賴性磷脂結合蛋白質 Annexin V，可以結合並偵測到細胞在早期性

細胞凋亡時，細胞膜內層上 phosphatidylserine (PS)外翻的現象，而 Propidium 

Iodide (PI)為一種 DNA 染劑，其對細胞膜通透性較差，所以當細胞膜完整時，PI

無法進入細胞內，但是當細胞經由細胞壞死(Necrosis)路徑死亡時，會因為細胞

膜破損，使得 PI 能進入細胞中，到達細胞核內與 DNA 作用，故能偵測到 PI 螢
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光，因此能作為細胞壞死之檢測依據。將 A374 或 C26 細胞種於 60 mm 培養皿

中，培養 24 小時。移除培養液後，加入 1 mM ALA 培養 3 小時，於照光前 30

分鐘加入不同濃度之 HAT 抑制劑 AA 共同培養，隨後以 635 nm 光源(照光劑量

為 2 J/cm2)進行光動力照光。隨後移除廢液，並將細胞培養在含 10% FBS 之培養

液，於 37oC、5% CO2的恆溫培養箱中培養 4 小時。隨後將培養液移除，以 PBS

清洗兩次，加入 1 ml PBS，並以刮杓將細胞收集至微量離心管，使用 1X binding 

buffer (BD Biosciences)將細胞濃度調整為 1×106cells/ml 後，吸取 100l 細胞液至

新的離心管中，加入 Annexin V-APC (BD Biosciences)及 PI (Molecular Probes® , 

Life Technologies Corporation)於室溫下避光培養 15 分鐘。最後加入 1X binding 

buffer 補至 500 l，一小時內以 FACSCalibur Flow Cytometer (BD Biosciences)分

析。 

2.6.3 Caspase-3 活性檢測 

    本研究使用Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit (BioVision, Mountain 

View, CA, USA)進行分析。主要原理為活化態之caspase-3能辨認受質DEVD 

(Asp-Glu-Val-Asp)序列進行截切。此試驗組附有一段 DEVD-p-nitroaniline 

(DEVD-pNA)序列，待細胞中活化之caspase-3將其截切，形成發色基團pNA，經

由偵測波長405 nm吸光值，來檢測caspase-3活化程度。首先將A374或C26細胞種

於60 mm培養皿中，培養24小時。移除培養液後，加入1 mM ALA培養3小時，於

照光前30分鐘加入不同濃度之HAT抑制劑AA共同培養，隨後以635 nm光源(照光

劑量為2 J/cm2)進行光動力照光。隨後移除廢液，並將細胞培養在含10% FBS之

培養液，於37oC、5% CO2的恆溫培養箱中培養4小時。隨後將細胞自培養盤中收

集下來，加入50 µl Cell Lysis Buffer於冰上培養10分鐘，以10000 g離心一分鐘，

收集上清液，並進行蛋白質定量。取50 µg蛋白質/50 µl Cell Lysis Buffer，加入50 
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µl 2X Reaction Buffer (含10 mM DTT)和5 µl 4 mM DEVD-pNA，於37oC培養1小時，

使用microplate readers (Amersham Biosciences)檢測於波長405 nm之吸光值。 

2.7 細胞自噬(autophagy)檢測 

2.7.1 Monodansylcadaverine (MDC)染色 

MDC 為一種能標定酸性液泡的染劑，當細胞發生細胞自噬(autophagy)，細

胞中會產生酸性自噬囊泡，而能以顯微鏡偵測到 MDC 螢光反應[228]。將 A375

或 C26 細胞(3×105 cells/dish)種於 60 mm 培養盤中(培養盤中放置二片蓋玻片)，培

養 24 小時後，移除廢液，並以 PBS 清洗兩次，加入 1 mM ALA 培養 3 小時，於

照光前 30分鐘加入不同濃度之HAT抑制劑AA共同培養，隨後以 635 nm光源(照

光劑量為2 J/cm2)進行光動力照光。照光後 8小時將培養液移除，加入 50 μM MDC

在37oC下反應30分鐘進行染色，隨後將培養盤中蓋玻片移至載玻片上進行封片，

以 Leica TCS SP8 光譜式共軛焦顯微鏡系統 (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany)觀察螢光結果(MDC-fluorescence：excitation 355 nm/emission 460 nm)。 

2.7.2 GFP-LC3 螢光檢測 

利用 LC3 在細胞自噬形成過程中發生聚集的現象偵測細胞自噬發生。無細

胞自噬時，Green Fluorescent Protein (GFP)-LC3 融合蛋白彌散在細胞質中，當細

胞自噬體形成時，GFP-LC3 融合蛋白轉位至自噬體(autophagosome)膜上，在螢

光顯微鏡下形成明亮的綠色螢光斑點(GFP-LC3 puncta)，可以通過觀察或計數來

判斷細胞自噬活化情形。首先以 400 µl serum-free 細胞培養液稀釋 4 µg GFP-LC3 

plasmid (GFP-LC3 plasmid 由日本大阪大學 Tamotsu Yoshimori 教授提供)，接著

加入 6 µl TurboFect Transfection Reagent (Life Technologies Corporation) (並混和

均勻，於室溫下作用 20 分鐘。隨後將此混和液加入已種入 A375 或 C26 細胞之
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6-well plate 中(不須移除原有細胞培養液)，搖晃培養盤使其均勻分佈，於 37oC

恆溫培養箱中培養 48 小時。將已轉染入 GFP-LC3 之細胞重新種入 60 mm 培養

盤中(培養盤中放置二片蓋玻片)，培養 24 小時後，移除廢液，並以 PBS 清洗兩

次，加入 1 mM ALA 培養 3 小時，於照光前 30 分鐘加入不同濃度之 HAT 抑制

劑 AA 共同培養，隨後以 635 nm 光源(照光劑量為 2 J/cm2)進行光動力照光。照

光後 8 小時將培養液移除，以 Leica TCS SP8 光譜式共軛焦顯微鏡系統(Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany)觀察螢光結果(LC3-GFP fluorescence：excitation 

488 nm/emission 550 nm)。 

2.8 HAT 活性偵測 

首先將 A374 或 C26 細胞種於 60 mm 培養皿中，培養 24 小時。移除培養液

後，加入 1 mM ALA 培養 3 小時，以 635 nm 光源(照光劑量為 2 J/cm2)進行光動

力照光。培養 2、4、8、24 小時後，移除廢液，並以 PBS 清洗兩次，以 NE-PER™ 

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Life Technologies Corporation)分離

收集細胞核內蛋白質，並利用 Micro BCATM Protein Assay Kit (Life Technologies 

Corporation)檢測樣品蛋白質濃度，接著使用 HAT colorimetric activity assay kit 

(BioVision)測定HAT活性。取50 µg蛋白質/40 µl ddH2O，加入68 µl Assay Mix (包

含 50 µl 2X HAT Assay Buffer、5 µl HAT Substrate I、5 µl HAT Substrate II、8 µl 

NADH Generating Enzyme)，於 37oC 培養 1 小時，使用 microplate readers 

(Amersham Biosciences)檢測於波長 440 nm 之吸光值。 

2.9 HDAC 活性偵測 

首先將 A374 或 C26 細胞種於 60 mm 培養皿中，培養 24 小時。移除培養液

後，加入 1 mM ALA 培養 3 小時，以 635 nm 光源(照光劑量為 2 J/cm2)進行光動

力照光。培養 2、4、8、24 小時後，移除廢液，並以 PBS 清洗兩次，以 NE-PER™ 
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Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Life Technologies Corporation)分離

收集細胞核內蛋白質，並利用 Micro BCATM Protein Assay Kit (Life Technologies 

Corporation)檢測樣品蛋白質濃度，接著使用 HDAC colorimetric activity assay kit 

(BioVision)測定 HDAC 活性。取 50 µg 蛋白質/85 µl ddH2O，加入 10 µl 10X HDAC 

Assay Buffer 和 5 µl HDAC colorimetric substrate，於 37oC 培養 2 小時，接著加入

10 µl Lysine Developer，混和均勻後，於 37oC 培養 30 分鐘，隨後使用 microplate 

readers (Amersham Biosciences)檢測於波長 405 nm 之吸光值。 

2.10 干擾性核醣核酸(RNA interference, RNAi) 

   干擾性核醣核酸可特異性的抑制基因表現，是新興且有效的逆向遺傳研究技

術。透過 RNAi 的應用，可使特定核醣核酸專一性地被降解，或無法轉譯成蛋白

質。本論文以 short hairpin RNA (shRNA)抑制細胞中 p300HAT 與 survivin 表現，

p300HAT shRNA (TRCN0000009883, TRCN0000039886)、survivin/ BIRC5 shRNA 

(TRCN0000073718, TRCN0000054613)以及 empty vector pLKO_TRC001 (TRC1 

vector)皆由中研院 RNAiCore 核心設施購得。 

shRNA TRCN Targeting Sequence 

TRCN0000009883 CAATTCCGAGACATCTTGAGA 

TRCN0000039886 CCCGGTGAACTCTCCTATAAT 

TRCN0000073718 (for human) CCGCATCTCTACATTCAAGAA 

TRCN0000054613 (for mouse) GAAGAACTAACCGTCAGTGAA 

2.11 轉染(Transfection) 

轉染作用的進行主要是利用 Transfection Reagent 將 plasmid或 siRNA送入細

胞中表達。首先以 400 µl serum-free 細胞培養液稀釋 4 µg plasmid，接著加入 6 µl 
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TurboFect Transfection Reagent (Life Technologies Corporation)，混和均勻，於室

溫下作用 20 分鐘。隨後將此混和液加入已種入 A375 或 C26 細胞之 6-well plate

中，不須移除原有細胞培養液，搖晃培養盤使其均勻分佈，於 37oC 恆溫培養箱

中培養 48 小時，最後萃取出已轉染 plasmid 細胞的 RNA，進行 PCR 確認目標基

因是否有效的受到調控。 

2.12 免疫沉澱技術 (Immunoprecipitation assay, IP assay) 

將A374細胞種於60 mm培養盤中，培養24小時。移除培養液後，加入1 mM 

ALA培養3小時，以635 nm光源(照光劑量為2 J/cm2)進行光動力照光。培養2、4、

8、24小時後，移除廢液，並以PBS清洗兩次。加入500 µl RIPA buffer，於冰上培

養5分鐘，使用細胞刮杓將細胞從培養盤上收集下來，以14000 g離心10分鐘，保

留上清液，儲存於-80oC。取200 µl蛋白質與10 µl p-p38抗體於4oC培養overnight，

接著加入預先清洗過之 50 µl Pierce™ Protein A/G Magnetic Beads (Life 

Technologies Corporation)混和均勻，於室溫下作用30分鐘。隨後置於magnetic 

separation rack (Life Technologies Corporation)上15秒，移除上清液，以1X RIPA 

buffer潤洗三次。置於magnetic separation rack，移除上清液，加入40 μl 3X SDS 

sample buffer使pellet重新懸浮，再置於100°C下作用5分鐘，之後以14000 g離心1

分鐘，將上清液保留，加入SDS-PAGE膠片樣品槽中，並使用p38α和p38β抗體進

行西方點墨法分析，偵測p-p38α及p-p38β於光動力治療後之活化情形。 

2.13 染色質免疫沉澱技術 (Chromatin Immunoprecipitation assay, 

ChIP assay) 

將 A374 細胞種於 60 mm 培養盤中，培養 24 小時。移除培養液後，加入 1 mM 

ALA 培養 3 小時，以 635 nm 光源(照光劑量為 1、1.5、2 J/cm2)進行光動力照光，
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於特定時間點移除廢液，並以 PBS 清洗兩次。加入 formaldehyde (終濃度 1%)，

於 37 °C 作用 10 分鐘，隨後加入 glycine (終濃度 0.125 M)於室溫下作用 5 分鐘，

以終止 formaldehyde cross-linking 的作用。接著以 PBS 潤洗兩次後，使用細胞刮

杓將細胞從培養盤上收集下來，以 800 g 離心 5 分鐘，加入含有 cocktail protease 

inhibitors (Calbiochem® , Millipore)的 hypotonic cell lysis buffer，於冰上培養 30 分

鐘。以 5000 rpm 離心 5 分鐘後，加入 nuclear lysis buffer 使 pellet 重新懸浮，於

冰上培養 1 小時，使用 ChIP dilution buffer 稀釋，並利用超音波震盪法(sonication)

處理細胞溶解物，以獲得 200-1000 bp 的染色質片段，儲存於-80oC 備用，同時

留取部分溶液作為 input 控制組使用。之後將樣品與特定抗體混和均勻，於 4oC

培養 overnight，以形成免疫複合物(immune complexes)。再將此 immune complexes

與 Pierce™ Protein A/G Magnetic Beads (Life Technologies Corporation)混和均勻，

於 4oC 作用 2 小時，隨後置於 magnetic separation rack (Life Technologies 

Corporation)上 15 秒，移除上清液，依序以 Low salt washing buffer 潤洗 5 分鐘、

High salt washing buffer 潤洗 10 分鐘、LiCL washing buffer 潤洗 15 分鐘，最後以

TE buffer 潤洗 1 小時。潤洗結束後，置於 magnetic separation rack 移除上清液，

加入新鮮配置的 SDS elution buffer，於室溫下作用 20 分鐘，將上清液與 5 M NaCl

置於 65 oC 水浴作用 4 小時，再加入 proteinase K，於 45 oC 水浴作用 2 小時，最

後使用 DNA clean/extraction kit (GMbiolab, Taiwan)抽取 DNA 以進行 PCR。 

ChIP 試劑與抗體如下： 

Hypotonic cell lysis buffer 

5 mM HEPES, pH 8、85 mM KCl、0.5% NP40、1 mM DTT、1 mM PMSF 

nuclear lysis buffer 

50 mM Tris-HCl, pH 8.0、10 mM EDTA、1% SDS、1 mM DTT、1 mM PMSF 

ChIP dilution buffer                        
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16.7 mM Tris-HCl, pH 8.0、1 mM EDTA、0.01% SDS、1% Triton X-100、167 mM 

NaCl、1 mM DTT、1 mM PMSF 

Low salt washing buffer 

50 mM Tris-HCl, pH 9.0、5 mM EDTA、150 mM NaCl、1% NP-40、1% sodium 

Deoxycholate、0.1% SDS 

High salt washing buffer 

50 mM Tris-HCl, pH 9.0、5 mM EDTA、300 mM NaCl、1% NP-40、1% sodium 

Deoxycholate、0.1% SDS 

Licl washing buffer  

10 mM Tris-HCl pH 8.0、1 mM EDTA、250 mM LiCl、1% NP-40、1% sodium 

deoxycholate 

Tris-EDTA (TE) buffer  

10 mM Tris-HCl, pH 8.0、1 mM EDTA. 

SDS elution buffer  

50 mM NaHCO3、1% SDS 

抗體 

acetyl-NF-κB p65 (K310)抗體購自 Cell Signaling Technology。acetyl-Histone H3 抗

體購自 Millipore。p300HAT 抗體購自 Novus Biologicals。 

PCR primer for specific promoter 

Primers 序列 

human COX-2 promoter (forward) 5'-GGCAAAGACTGCGAAGAAGA-3' 

human COX-2 promoter (reverse) 5'-GGGTAGGCTTTGCTGTCTGA-3' 

mouse COX-2 promoter (forward) 5'-CTAATTCCACCAGTACAGATG-3' 

mouse COX-2 promoter (reverse) 5'-TTCGCTGAGTCTGCGCCTAGT-3' 



57 

 

2.14 活體動物實驗 

2.14.1 動物與腫瘤模式 

分別以 syngeneic model 與 xenograft model 進行後續動物實驗。syngeneic 

model 使用公 BALB/cByJ 小鼠(年齡約 6-8 週大)，購自財團法人國家實驗動物中

心。植入之腫瘤細胞為小鼠大腸癌 C26 細胞，以含 10% FBS 之 RPMI 1640 培養

液培養，C26 細胞以皮下注射方式，植入小鼠右上背部(2 × 105/mouse)。xenograft 

model 使用公 NU/NU 小鼠(年齡約 6-8 週大)，購自樂斯科生物科技(Taiwan)。植

入之腫瘤細胞為人類黑色素瘤A375細胞，以含10% FBS之DMEM培養液培養，

並以皮下注射方式，植入小鼠右上背部(1 x 106/mouse)。 

2.14.2 In vivo 光動力治療 

動物實驗分為 2 組(每組 3 隻小鼠)：(1) PEGylated Liposome Ce6 (PL-Ce6) (控

制組)，(2) PL-Ce6-PDT。當BALB/cByJ或NU/NU小鼠背上腫瘤大小約在 100 mm3

左右時，以尾部靜脈注射濃度為 1.75 mg/kg 之 PL-Ce6，隨後將小鼠避光 2 小時，

使用波長為 662 nm，光源強度為 95 mW/cm2之光源進行照光，照光劑量為 100 

J/cm2，歷時約 18 分鐘。照光後 2 小時，犧牲小鼠，取出腫瘤，萃取腫瘤蛋白質，

以 HAT colorimetric activity assay kit (BioVision)檢測 HAT 活性，並使用西方點墨

法和 ChIP assay 分析蛋白質表現及蛋白質結合至特定 promoter 的程度。 

2.14.3 In vivo 光動力與 HAT 抑制劑之結合型治療 

給予一次HAT抑制劑 

動物實驗分為 4 組(每組 6 隻小鼠)：(1)50% DMSO，(2) PL-Ce6-PDT，(3) 

PL-Ce6-PDT+NS-398，(4) PL-Ce6-PDT+AA。當 BALB/cByJ 小鼠背上 C26 腫瘤
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大小約在 100 mm3左右時，以尾部靜脈注射濃度為 1.75 mg/kg 之 PL-Ce6，隨後

將小鼠避光 1 小時，再以腹腔注射 10 mg/kg NS-398 或 AA，小鼠避光 1 小時後，

使用波長為 662 nm，光源強度為 95 mW/cm2之光源進行照光，照光劑量為 100 

J/cm2，歷時約 18 分鐘。照光後 3 天，犧牲小鼠，取出腫瘤並秤重紀錄。 

持續給予 HAT 抑制劑 

動物實驗分為 3 組(每組 6 隻小鼠)：(1)50% DMSO，(2)PL-Ce6-PDT，

(3)PL-Ce6-PDT+AA。當 BALB/cByJ 小鼠背上 C26 腫瘤大小約在 100 mm3左右

時，以尾部靜脈注射濃度為 1.75 mg/kg 之 PL-Ce6，隨後將小鼠避光 1 小時，再

以腹腔注射 10 mg/kg AA，小鼠避光 1 小時後，使用波長為 662 nm，光源強度為

95 mW/cm2之光源進行照光，照光劑量為 100 J/cm2，歷時約 18 分鐘。之後每三

天以電子測量器量測腫瘤大小，腫瘤體積計算公式：腫瘤體積＝1/2 (最短邊)2 × 

最長邊。為了檢測所注射入之藥物毒性，每三天測量老鼠體重，若當藥物對老鼠

有毒性，會使老鼠體重下降，而下降幅度若超過起始體重 20%，定為有顯著藥物

毒性產生，故以體重變化評估藥物對老鼠之毒性。此外每天持續監控老鼠存活情

形，直到老鼠死亡，而根據人道考量，當老鼠腫瘤大小超過 2500 mm3時，便施

以 CO2安樂死。 

2.15 統計分析 

所有實驗均至少重複三次，將結果在相同的條件下以平均後以 mean ± SD 呈

現。結果中，兩組結果間使用雙尾 t 檢定法(Student`s t-test)或在多組比較中，使

用單因子變異數統計分析法(ANOVA)，比較組間是否有意義的差異存在。當 P 

value＜0.05 視為有統計意義，即顯著差異存在(＜0.05 或＜0.01 分別以*或**標

示)。 
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第三章 結果 

3.1 光動力氧化效應透過 p300HAT 表現及活性增加，增加組蛋白乙

醯化修飾 

欲了解光動力治療(Photodynamic therapy, PDT)後是否會引發組蛋白乙醯化

修飾(Histone acetylation)，而調控基因表現，影響腫瘤細胞存活。我們將人類黑

色素瘤 A375 細胞進行 ALA-PDT 照光處理，並以西方點墨法分析其蛋白質表現

情形，如 Figure 1 所示，ALA-PDT 後第 2 小時組蛋白乙醯化程度即顯著上升，

隨著培養時間增加，依然維持較高的乙醯化程度，直到 PDT 後 24 小時乙醯化才

逐漸下降。若給予 A375 腫瘤細胞不同光動力照光劑量，則發現乙醯化程度會隨

照光劑量加強而上升(Figure 1)，顯示光動力治療後組蛋白乙醯化程度升高之現象，

可能與光動力治療造成的氧化破壞程度有關。由於組蛋白乙醯化程度受到組蛋白

乙醯化轉酶 (Histone acetyltransferase, HAT)及組蛋白去乙醯化酶 (Histone 

deacetylase, HDAC)這兩個重要酵素活性調控，因此分析光動力治療是否藉由改

變組蛋白乙醯化轉酶或組蛋白去乙醯化酶酵素活性，而影響組蛋白乙醯化程度。

檢測發現，隨著 ALA-PDT 處理後時間增加，A375 細胞中的 HAT 活性逐漸增加，

於第 4 小時有最高的活性表現，之後活性會漸漸下降，此外 HAT 活性也會隨著

PDT 照光劑量加強，而有較高的活性反應(Figure 2)。HDAC 活性則是隨著

ALA-PDT照光後培養時間增加，以及ALA-PDT照光劑量加強而下降(Figure 3)，

顯示 ALA-PDT 後組蛋白乙醯化程度上升，可能受到 HAT 活性提升以及 HDAC

活性下降所調控。接著進一步探討光動力治療後，這兩個酵素活性的改變是否源

自於基因層次表現的影響，因此各檢測三個重要的 HAT 基因 p300、PCAF 和

GCN5，以及 HDAC 基因 HDAC1、HDAC2 和 HDAC3 在光動力治療後的表現情

形。由 Figure 4 得知，p300 mRNA 會於 ALA-PDT 照光治療 2 小時後顯著上升，
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而使用 ROS 抑制劑 N-acetylcysteine (NAC)共同處理，能成功抑制 ALA-PDT 誘

發之 p300 mRNA 表現，然而 PCAF 和 GCN5 之 mRNA 則在 ALA-PDT 後無明顯

改變。檢測 HDAC1、HDAC2 和 HDAC3 之 mRNA 則在 ALA-PDT 後皆無明顯

變化(Figure 5)。 

3.2 光動力氧化效應藉由 p300HAT 所引發之組蛋白乙醯化修飾，增

加 COX-2 基因轉錄         

組蛋白乙醯化修飾的改變意味著在 ALA-PDT 處理後，細胞中有部分基因表

現可能因此受到調控，前人文獻已知光動力作用會引發細胞中 pro-survival 蛋白

質 COX-2 表現，而影響細胞存活[194, 195]。另外也有文獻報導，發現 COX-2

基因表現能直接受到組蛋白乙醯化提升而增加[224-226]。因此我們欲探討光動力

氧化壓力是否會藉由組蛋白乙醯化程度上升，而增加 pro-survival 蛋白質 COX-2

表達。首先在 Figure 6 實驗中，我們確認除了基因層次外，COX-2 蛋白質表現也

明顯受到 ALA-PDT 效應影響，隨著照光後時間增加及照光劑量提升，皆能顯著

促進 COX-2 表達。結果顯示 COX-2 於照光後 2 小時即會表現，在第 8 小時會達

到最高的表現量，24 小時後表現量會開始逐漸下降。若使用組蛋白乙醯化轉酶

抑制劑 anacardic acid (AA)抑制 ALA-PDT 引發之 HAT 活性上升，如 Figure 7A

所示，會顯著抑制 PDT 誘發之 COX-2 基因表現。分析蛋白質層次，發現以 AA

抑制 ALA-PDT 後乙醯化上升現象，將能成功阻止 ALA-PDT 誘發之 COX-2 蛋白

質表現(Figure 7B)，顯示光動力氧化效應所引起的組蛋白乙醯化可能與上升的

COX-2 表現有關。 

由 Figure 4 已知 p300 可能為 ALA-PDT 後調控 HAT 活性及組蛋白乙醯化修

飾的重要因子，我們接著使用 RNAi 技術抑制 p300 表現，觀察對於 COX-2 表達

的影響。首先以分別以#3 和#6 shp300 成功抑制 A375 細胞中 p300 的 mRNA 表

現 (#3 和#6 shp300 之 knockdown 效率分別為 40%和 50%) (Figure 8)，接著將轉
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染#3 和#6 shp300 的 A375 細胞株處以 ALA-PDT，發現皆能顯著抑制因光動力氧

化效應提升之 p300 及 COX-2 mRNA 表現量(Figure 8)。更進一步使用 knockdown

效率較高的#6 shp300 處理 A375 細胞株，並進行 ALA-PDT，以西方點墨法檢測

蛋白質表現，實驗發現#6 shp300能有效抑制細胞內p300蛋白質表現(Figure 9A)，

轉染#6 shp300 且給予 ALA-PDT 組別能成功降低光動力效應所引發的 p300 蛋白

質表達(Figure 9A)，進而減少細胞中組蛋白乙醯化程度(Figure 9B)，最後更觀察

到其細胞內 COX-2 蛋白質表達，會因此而大幅下降(Figure 9C)，顯示 ALA-PDT

可藉由 p300 基因及蛋白質表達，促使組蛋白乙醯化，增加 COX-2 等 pro-survival

蛋白質表現，進而調控細胞存亡。 

為了更加確認組蛋白乙醯化上升與 COX-2 基因表達之間的關聯性，我們使

用染色質免疫沉澱技術(chromatin immunoprecipitation assay, ChIP assay) 針對

COX-2 基因啟動子(promoter) 位置進行分析，Figure 10A 為實驗設計針對 COX-2 

promoter (-320 to +107)的 forward 和 reverse primers，PCR 產物大小約為 427 bp。

進行 ChIP 前，我們以 ALA-PDT 處理 A375 細胞株，固定染色質(chromatins)後，

利用專一的 anti-acetyl H3 或 p300 抗體進行抗體-染色質免疫反應，最後以 PCR

反應檢視 ALA-PDT 後乙醯化組蛋白或 p300 蛋白質對 COX-2 promoter 的結合情

形。由 Figure 10B 可知，隨著 ALA-PDT 照光劑量增強，有更多的 p300 蛋白質

被吸引並結合至 COX-2 promoter 上，致使 COX-2 promoter 位置上大量組蛋白被

p300 乙醯化修飾，此區域的組蛋白乙醯化程度因此上升，使 COX-2 promoter 與

組蛋白間纏繞更為疏鬆，利於轉錄因子(transcription factor)結合至promoter位置，

進而加強 COX-2 基因轉錄。 
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3.3 光動力氧化效應透過 p38MAPK 訊息調控 p300HAT 表現、活性

及組蛋白乙醯化修飾，加強 COX-2 基因轉錄 

已知 ALA-PDT 會透過 p300 基因及蛋白質表達，促使組蛋白乙醯化上升，

加強COX-2表現。為探究光動力氧化效應後，調節 p300表現或活性的上游因子，

我們參考過去文獻，發現光動力作用能藉由 p38MAPK 活化路徑引發 COX-2 表

達[194, 197]，且 p38MAPK 被報導與 p300 活化有關[229]，因此我們推測

p38MAPK 可能是光動力氧化效應下，導致 p300 表現及活性上升的關鍵因子。

首先我們確認 ALA-PDT 後 2 小時磷酸化 p38MAPK 顯著增加，且隨著 PDT 照光

劑量增加，其磷酸化現象更趨明顯，表示在光動力氧化效應後很短的時間內就會

引發 p38MAPK 路徑活化(Figure 11A)。p38MAPK 存在於不同 isoforms，其中當

p38α 受刺激而活化，被認為會促進細胞死亡，而 p38β 的活化則會啟動細胞存活

訊息，阻止細胞進行凋亡[93-96]。因此進一步檢測 p38MAPK 其中兩種 isoforms 

p38α及 p38β的活化情形，實驗發現 p38α及p38β皆會在光動力作用後活化(Figure 

11B)，顯示 ALA-PDT 產生的氧化壓力除了誘發細胞死亡外，也會藉由 p38β 之

活化，引發保護細胞存活之訊息調控，及下游促存活基因表現，導致部分細胞能

存活下來。接下來使用 p38MAPK 專一性抑制劑 SB203580 結合 ALA-PDT，觀

察是否影響光動力效應後 COX-2表現量。實驗發現，抑制 ALA-PDT 後 p38MAPK

活化，將大幅抑制 COX-2 mRNA 表現(Figure 12A)。利用西方點墨法檢測蛋白質

表現，發現 p38MAPK 抑制劑 SB203580 能顯著抑制 ALA-PDT 後 p38MAPK 磷

酸化現象，並因此降低 ALA-PDT 後 COX-2 蛋白質表現(Figure 12B)，意味

ALA-PDT 後 p38MAPK 的活化，在 COX-2 表達上扮演相當重要角色。 

更進一步，我們想了解光動力氧化效應後 p38MAPK 的活化是否與 p300 活

化及組蛋白乙醯化上升有所關連，進而控制下游 COX-2 基因轉錄。分析乙醯化

重要酵素 p300 活性及表現，發現使用 p38MAPK 抑制劑能顯著降低 ALA-PDT
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後上升的 p300 mRNA 表現量和 HAT 活性，因此顯著抑制 ALA-PDT 後組蛋白乙

醯化上升(Figure 13)，顯示 ALA-PDT 會經由 p38MAPK 路徑提升 p300 mRNA 表

現及活性，增加組蛋白乙醯化修飾，最後加強 COX-2 基因轉錄。 

3.4 光動力氧化效應會藉由 p300HAT 增加 COX-2 轉錄因子 NF-κB

之乙醯化修飾，促進其對 COX-2 之轉錄活性 

過去文獻分析 COX-2 基因 promoter 位置，發現有幾個重要的轉錄因子包括

cAMP responsive element (CRE)、NF-IL6、AP-2、SP-1、NF-κB 以及 STAT[187]。

其中 NF-κB 被認為在光動力氧化效應中扮演重要的角色，參與在調控細胞死亡

路徑[230]。前人研究發現光動力治療會引發 NF-κB 抑制者 IκB 降解，引起 NF-κB

活化後，進入細胞核內助於基因表現[230]。研究也發現細胞中的 HAT 除了會乙

醯化組蛋白外，也會乙醯化核內其他蛋白質，其中 NF-κB 被報導其 lysine310 位

置乙醯化會加強其轉錄活性，有助於基因表達[108, 109]。因此，我們將檢測在

ALA-PDT 後，活化的 HAT 除了會乙醯化組蛋白外，是否會對細胞核內的 NF-κB

進行特定位置的乙醯化修飾，而加強其對 COX-2 基因轉錄能力。實驗發現 NF-κB 

K310 (lysine310) 乙醯化程度隨著光動力處理後培養時間增加，或照光強度提升，

而大幅增加(Figure 14)。 

欲確認是否是透過 p38MAPK 活化 HAT 活性，造成 NF-κB 乙醯化，我們利

用 p38MAPK 抑制劑 SB203580 處理後，再進行 ALA-PDT。實驗結果現顯示

ALA-PDT 誘發的 NF-κB 乙醯化，會因為 p38MAPK 活化受到抑制而降低(Figure 

15A)。接下來分別利用 HAT 抑制劑 AA 或 shp300 減低 p300HAT 活性及表現，

如 Figure 15B 和 C 所示，ALA-PDT 後上升的 NF-κB 乙醯化，會因 p300HAT 活

性或基因表現下降而降低。為了解 NF-κB 乙醯化程度提升與 COX-2 基因表達之

間的關聯性，我們使用 ChIP assay 分析乙醯化 NF-κB 是否直接結合於 COX-2 

promoter，而增加COX-2基因轉錄。實驗結果發現隨著ALA-PDT照光劑量增強，
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有更多乙醯化 NF-κB 被吸引並結合至 COX-2 promoter 上(Figure 16)，顯示光動

力治療會透過p38MAPK-p300HAT，引發細胞核內NF-κB K310及組蛋白乙醯化，

增加對 COX-2 基因轉錄能力。 

3.5 Ce6-PDT 藉由 p38-p300HAT-acetylation 增加 COX-2 轉錄表現 

已知 ALA-PDT 會透過 p38MAPK活化路徑，提升 p300 mRNA表現及活性，

增加組蛋白與 NF-κB 乙醯化修飾，促進人類黑色素瘤 A375 細胞中 COX-2 基因

轉錄。為確認此現象非細胞株專一性或光感物質專一性所造成的結果，我們分別

使用來自小鼠大腸癌的 C26 細胞以及另一種光感物質 Chlorin e6 (Ce6) 觀察經光

動力治療後 HAT 活性是否改變。實驗結果顯示，於 A375 細胞處以 Ce6-PDT 

(Figure 17A)或是在 C26 細胞進行 ALA-PDT (Figure 18A) 皆會使 HAT 活性顯著

提升。接著檢測經過上述處理後，細胞中 COX-2 蛋白質表現及組蛋白乙醯化修

飾情形，實驗結果與 ALA-PDT 作用於 A375 細胞類似，以 Ce6-PDT 處理 A375

細胞(Figure 17B) 或是以 ALA-PDT 處理 C26 細胞株(Figure 18B) 皆會促使大量

COX-2 蛋白質表現，同時我們也觀察到 Ce6-PDT 處理後同樣會造成 A375 細胞

內 p38MAPK 活化，以及細胞核內的組蛋白和 NF-κB 乙醯化修飾會大幅增加。

ChIP assay 分析結果顯示，不論是 ALA 或是 Ce6 誘發的光動力效應，皆會造成

A375 或 C26 細胞內 COX-2 promoter 位置，有更多的組蛋白被乙醯化修飾(Figure 

17C 和 18C)，此一結果與這兩株細胞中 COX-2 蛋白質表現上升成正相關，顯示

光動力治療誘發 HAT 活性上升，造成組蛋白乙醯化修飾，而促進 COX-2 表現並

非細胞株專一性或光感物質專一性所造成的影響。 
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3.6 In vivo 光動力氧化效應會藉由 p300HAT 增加 COX-2 promoter

位置乙醯化修飾，促進對 COX-2 之轉錄 

    已知光動力氧化效應會經由增加組蛋白乙醯化，促使 COX-2 蛋白質大量表

現，為了解在活體動物上是否也是透過類似現象，而導致光動力處理後 COX-2

蛋白質表現，我們分別以皮下植有 C26 腫瘤的 BALB/c 小鼠和植有 A375 腫瘤的

NU/NU 小鼠，進行 PEGylated Liposome Ce6 (PL-Ce6)-PDT，照光後 2 小時犧牲

老鼠，取出腫瘤進行後續分析。研究發現，經光動力治療後，從小鼠分離的腫瘤

相較於無治療組別，皆有較高的 HAT 活性(Figure 19A 和 20A)。隨後以西方點墨

法檢視蛋白質表現，實驗顯示不論是植有 C26 腫瘤的 BALB/c 小鼠和植有 A375

腫瘤的 NU/NU 小鼠，經過光動力治療後 2 小時，腫瘤部分皆會有大量 COX-2

表現，並伴隨組蛋白乙醯化現象發生(Figure 19B 和 20B)。以 ChIP 分析，經過

PL-Ce6-PDT 後 2 小時，不論 A375 腫瘤或是 C26 腫瘤皆發現細胞內 COX-2 

promoter 位置有更多的組蛋白被乙醯化修飾(Figure 19C 和 20C)，而促進大量

COX-2 表現。 

3.7 HAT抑制劑AA顯著提升光動力治療對腫瘤細胞之細胞毒殺效果 

已知光動力治療能藉由提升組蛋白乙醯化，促使 pro-survival 蛋白質 COX-2

表現，我們欲使用 HAT 抑制劑 AA 結合 ALA-PDT 處理腫瘤細胞，希望透過抑

制 pro-survival 蛋白質 COX-2 表現，增加光動力治療之細胞毒殺效果。如同 Figure 

21 所示，於 ALA-PDT 照光前 30 分鐘處以不同濃度 AA，會隨著加入的 AA 濃

度增加，使細胞存活率顯著下降，顯示抑制光動力治療後提高的組蛋白乙醯化修

飾，能加強細胞死亡。接著使用 colony formation assay 確認抑制光動力治療後組

蛋白乙醯化程度，能有效抑制 A375 細胞存活率，除了檢測人類黑色素瘤細胞外 
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(Figure 22)，我們同時觀察此一現象也能在老鼠大腸癌 C26 細胞中觀察到(Figure 

23)，顯示組蛋白乙醯化可能參與在調節光動力治療後細胞存亡路徑中。 

3.8 HAT 抑制劑 AA 增加光動力治療於小鼠 C26 腫瘤之治療效應 

已知光動力治療結合 HAT 抑制劑 AA 能加強細胞死亡，欲檢測此結合治療

是否能應用於治療小鼠腫瘤，故以皮下植有 C26 腫瘤的 BALB/c 小鼠，進行光動

力結合 HAT 抑制劑 AA 的療效檢測。首先測試單獨使用 HAT 抑制劑或 COX-2

抑制劑是否會對老鼠產生影響，當老鼠腫瘤長至約 100 mm3大小時，以腹腔注射

打入 10 mg/kg HAT 抑制劑 AA 或 10 mg/kg COX-2 抑制劑 NS-398，處理流程如

Figure 24A 所示，治療後七天犧牲小鼠，取出腫瘤秤重。實驗結果顯示，單獨使

用此劑量之 AA 或 NS-398 並不會對老鼠腫瘤有治療效果(Figure 24B)。接著進行

光動力治療搭配 HAT 抑制劑 AA 的療效檢測，當老鼠腫瘤長至約 100 mm3大小

時，以靜脈注射打入 1.75 mg/kg PL-Ce6，1 小時後再以腹腔注射打入 10 mg/kg 

HAT 抑制劑 AA 或 10 mg/kg COX-2 抑制劑 NS-398，1 小時後以波長為 662 nm，

光源強度為 105 mW/cm2之光源進行照光治療，照光劑量為 100 J/cm2。於光動力

治療後三天犧牲小鼠，取出腫瘤秤重。在這樣的劑量和治療方式下，可以發現相

較於只有 PL-Ce6-PDT 處理的組別，PL-Ce6-PDT 前給予 AA 對腫瘤的治療效果

最佳，甚至優於 PL-Ce6-PDT 搭配 COX-2 抑制劑(Figure 25B)。 

為模擬實際治療，我們以皮下植有 C26 腫瘤的 BALB/c 小鼠，進行光動力治

療，並搭配長期給予 HAT 抑制劑 AA 的治療療程，長期觀察對腫瘤治療效果，

以及此治療方式對罹癌老鼠存活率的影響。實驗流程為當老鼠腫瘤長至約 100 

mm3大小時，以靜脈注射打入 1.75 mg/kg PL-Ce6，1 小時後再以腹腔注射打入

10 mg/kg HAT 抑制劑 AA，1 小時後以波長為 662 nm，光源強度為 105 mW/cm2

之光源進行照光治療，照光劑量為 100 J/cm2，光動力治療後每三天測量老鼠體

重與腫瘤大小。實驗結果如 Figure 26A 所示，直至光動力治療後 18 天，不論光
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動力組別或是光動力結合 AA 組別，老鼠體重無明顯變化，顯示光動力治療搭配

持續給予 AA 應該不會造成老鼠生理負擔。觀察腫瘤大小，發現長期給予 HAT

抑制劑 AA 能顯著增加光動力治療對腫瘤治療療效，能大幅抑制腫瘤生長 

(Figure 26B)。我們同時觀察到相較於無治療或單純使用光動力治療組別，光動

力搭配 AA 能有效延長老鼠壽命，提升老鼠存活情形(Figure 26C)。 

3.9 光動力治療結合 HAT 抑制劑 AA 會抑制 pro-survival 蛋白質 

survivin 表現，加強細胞死亡 

    先前細胞實驗中證實光動力治療前給予  AA 確實會增強細胞毒殺效果 

(Figure 21、22 和 23)。然而研究卻發現光動力治療前直接給予 COX-2 抑制劑

NS-398，卻無法增加細胞毒殺效果(Figure 27)，意味 HAT 抑制劑 AA 處理能增加

細胞毒殺效益，極有可能是透過影響其他 pro-survival 蛋白質所導致的結果。除

了 COX-2 外，pro-survival 蛋白質 survivin 也被報導在光動力治療後大量表現，

而影響光動力效果[176]。欲了解 HAT 抑制劑 AA 是否因為影響光動力治療後

survivin 表現，而增加細胞毒殺效果，我們利用西方點墨法分析 A375 或 C26 腫

瘤細胞，經光動力治療和 HAT 抑制劑 AA 處理後之蛋白質表現，如 Figure 29 所

示，單純使用光動力治療會引發 survivin 表現，而於光動力治療前加入 HAT 抑

制劑 AA 處理，則會顯著抑制 survivin 表達。pro-survival 蛋白質 survivin 主要經

由抑制 apoptosis 路徑中 caspases 活化，而阻止 apoptosis 發生。因此我們觀察光

動力治療結合 HAT 抑制劑 AA 抑制 survivin 表現時，是否影響 caspases 活化情

形。結果顯示結合型治療抑制 survivin 表現的同時，會大幅提升活化態的 caspase 

3 (cleaved caspase 3) 表現，因而增加 caspase 3 對下游目標分子 PARP (Poly 

(ADP-ribose) polymerase)的截切(cleaved PARP) (Figure 29)。除了觀察 cleaved 

caspase 3 表現外，我們也証實經過光動力治療和 HAT 抑制劑處理的結合治療，

確實會誘發 A375 或 C26 細胞中 caspase 3 活性大幅上升(Figure 30)。為確認動力
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治療結合HAT抑制劑AA是透過抑制 survivin表現而增加活化態 caspase 3表現，

我們使用 shsurvivin 抑制 A375 或 C26 細胞中 survivin 表現，再以此細胞進行光

動力治療。研究顯示，當抑制腫瘤細胞中正常 survivin 表現即會活化 caspase 3，

抑制 survivin 表現後再進行光動力治療，則會活化更多 caspase 3，造成更多 PARP

被截切(Figure 31)，顯示光動力治療搭配 HAT 抑制劑 AA 是因為阻止 survivin 表

現而加強 caspase 3 活化。 

3.10 結合光動力治療和 HAT 抑制劑 AA 會誘發腫瘤細胞進行

apoptosis 導致細胞死亡 

    先前結果已知抑制 HAT 活性能藉由抑制 survivin 表現，提升 caspases 活性，

而增加光動力治療之細胞毒殺效應，接下來我們將更進一步分析 HAT 抑制劑 AA

結合光動力治療是否真的引發 apoptosis 死亡路徑，導致細胞死亡。首先我們以

Hoechst 染色觀察細胞的死亡情形，Hoechst 33342 是 DNA 染劑，可以進入細胞

核內與 DNA 結合，藉此來觀察細胞核中 DNA 分布情形。在細胞正常之情況下，

DNA 於細胞核內分布均勻，此時可觀察到 Hoechst 33342 因染到 DNA 而均勻

分布於細胞核內。然而細胞若進行 apoptosis 時，會因為核中 DNA 有濃縮 

(Condensation)或因內切酶作用而使 DNA 有斷裂(Fragmentation)等現象出現，而

使其螢光影像之亮度增加。實驗發現在 A375 與 C26 細胞中，與不加藥、不照光

之控制組、只加入 AA 組別或是單純進行光動力治療比較，細胞加入 AA 並經光

動力治療後 4 小時，Hoechst 33342 螢光有增加之現象(Figure 32)，表示此時細胞

核內的 DNA 產生濃縮、聚集，使得螢光量增加，推測此時細胞可能走向 apoptosis

之死亡形式。接著以 Annexin V /PI 染色進行分析，發生初期 apoptosis 時，會使

細胞膜中的磷脂絲氨酸(PS, phosphatidyserine) 由細胞膜內側外翻至細胞膜外側，

Annexin V 蛋白質對 PS 具有高度親合性，能結合於 PS 上，將處理過後的細胞與

帶有 APC 偶合的 Annexin V 結合進行染色，再藉由流式細胞儀分析結合之多
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寡來檢測細胞凋亡的程度。分析發現，不論是 A375 或是 C26 腫瘤細胞皆會因為

結合光動力治療和 HAT 抑制劑 AA 處理，能偵測到更多細胞具有 Annexin V 螢

光反應，統計結果也顯示結合光動力治療與 AA 會使更多腫瘤細胞走向 apoptosis

死亡型式(Figure 33 A 和 B)。最後以 caspases 抑制劑 Z-VAD-FMK 處理細胞，以

確認光動力治療搭配 AA 是否會經 caspases dependent apoptosis 路徑造成細胞死

亡。在此之前，先以 Z-VAD-FMK 處理 A375 或 C26 腫瘤細胞，確認能成功抑制

PDT 結合 AA 治療後上升之 caspases 3 活性(Figure 34A)。以 MTT assay 分析，發

現不論在 A375 或 C26 腫瘤細胞中，以 Z-VAD-FMK 抑制結合治療所引發之

caspases 3 活性，會降低結合治療所引發之細胞毒殺效果(Figure 34B)。由此得知，

結合光動力治療及 HAT 抑制劑的結合型治療，是透過 caspase-dependent apoptosis

之細胞死亡型式導致細胞死亡。 

3.11 HAT抑制劑AA結合光動力治療會藉由提升 caspase活性而抑制

autophagy 發生  

實驗室前人研究發現，ALA-PDT 除了透過傳統死亡路徑外，還可能經由細

胞自噬(autophagy)路徑控制腫瘤細胞存活[153]。在前述實驗中，我們已發現光動

力治療結合 HAT 抑制劑會抑制 survivin，而引發 caspase-dependent apoptosis，接

下來欲探究除了影響 apoptosis 路徑外，是否也會改變 autophagy，造成細胞毒殺

效果增加。首先分別以 MDC (monodansycadaverine)染色與 LC3-GFP 螢光分析光

動力治療搭配 HAT 抑制劑 AA 對 autophagy 現象的影響。其中 MDC 染劑能與細

胞自噬而產生的酸性囊狀胞器自噬體(autophagosomes)相結合，另外 LC3-GFP 結

合蛋白則是能結合至 autophagosome 上，而能檢測 autophagosomes 形成，助於判

斷 autophagy 使否發生。實驗發現，於 A375 或 C26 腫瘤細胞處理 ALA-PDT，與

只加入 ALA 不照光或加入 ALA 和 AA 不照光的組別相比較，皆能觀察到顯著聚

集的 MDC 及 LC3-GFP 螢光，然而此一現象在 ALA-PDT 搭配 AA 處理後則觀察
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不到(Figure 35 和 36)，顯示加入 HAT 抑制劑 AA 會影響原本光動力治療引發的

細胞自噬現象。過去文獻報導 apoptosis 與 autophagy 這兩種調控細胞存活、死亡

的路徑之間可能存在互相結抗的關係[160]，而我們先前觀察到結合 PDT 與 AA

會促進 apoptosis 發生，於此又發現此結合治療會抑制 autophagy，接下來我們欲

探討細胞處以光動力治療結合 HAT 抑制劑 AA 後，其引發之 apoptosis 與

autophagy 之間是否有所關連。實驗在 ALA-PDT 與 HAT 抑制劑 AA 結合治療組

別中，再加入 caspases 抑制劑 Z-VAD-FMK 抑制其活化的 caspase 活性，分別以

MDC 染色與 LC3-GFP 螢光進行 autophagy 分析，結果發現原本在 ALA-PDT 與

AA 結合治療組別中被抑制的 autophagosomes 螢光，在阻止 caspases 活化後，能

重新觀察到螢光聚集亮點(Figure 37 和 38)，意味可能在 ALA-PDT 結合 AA 處理

下會經由活化 caspases，抑制 autophagy 發生。過去文獻報導，在 autophagy 形成

初期扮演關鍵角色的蛋白質 Beclin-1 胺基酸序列中，比對出能被 caspases 截切的

序列，並證實原本分子量大小約為 60 kDa 的 Beclin-1 會受到活化的 caspases 剪

切成大小約 35kDa 的片段，而失去原本功能，進而抑制 autophagy 形成[231]。因

此我們將檢測 ALA-PDT 結合 AA 處理下，以及於結合治療中加入 caspases 抑制

劑 Z-VAD-FMK 之後，Beclin-1 蛋白質表現情形。如 Figure 39 所示，當 ALA-PDT

搭配 HAT 抑制劑 AA 處理引發 caspase 3 活化時，能偵測 Beclin-1 被切成大小約

35kDa 的片段出現，而若加入 Z-VAD-FMK 抑制 caspase 3 活性後，則會減少

Beclin-1 被分解。結合以上，顯示 ALA-PDT 結合 AA 處理會藉由提升 caspases

活性，導致 autophagy 關鍵蛋白質 Beclin-1 分解，因而抑制 autophagy 發生。 
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第四章 討論 

4.1 光動力治療會引發 p38MAPK-p300HAT-hyperacetylation 

本研究證實光動力治療後，會藉由引發 p38MAPK 活化，增加 p300HAT 活

性，造成組蛋白乙醯化增加，促使促存活蛋白質轉錄。過去本實驗室曾經檢測老

鼠嗜鉻細胞瘤 PC12 細胞，經過 ALA-PDT 後 MAPKs 活化情形，發現 p38MAPK

會快速地在 ALA-PDT 後 15 分鐘，即有磷酸化現象發生，而加入 ROS scavenger 

NAC 能有效抑制 p38MAPK 的磷酸化修飾[232]。本研究中也在 ALA-PDT 後 2

小時(最短的檢測時間點)，偵測到 p38MAPK 活化的跡象，顯示 ALA-PDT 後引

發的氧化壓力，能很快的引發 p38MAPK 活化。接著於 ALA-PDT 後 2 小時，檢

測到 p300HAT 活性開始上升，使用 p38MAPK 抑制劑 SB203580 能顯著阻止

ALA-PDT 後升高的 HAT 活性，意味光動力治療後是透過 p38MAPK 訊息路徑的

活化，使 HAT 活性上升。研究中，p300HAT 活性自 ALA-PDT 後 2 小時逐漸升

高，至 4 小時達到活性高峰，隨後開始逐步下降，如此的結果，與觀察到的組蛋

白乙醯化程度增加時間點符合。ALA-PDT 後 HAT 活性開始上升(第二小時)，即

能觀測到組蛋白乙醯化隨之升高，一直到 8 小時以後，乙醯化程度才有所降低。

在 NF-κB 乙醯化修飾方面，能觀察到同樣自第二小時之後有所上升，不同的是，

NF-κB 乙醯化直至 ALA-PDT 後 24 小時，還是保持在高度乙醯化狀態，推測與

HDAC 活性此時依然處於低活性有關。而受到組蛋白和 NF-κB 乙醯化程度上升

影響，COX-2 和 survivin 蛋白質表現量自 ALA-PDT 後第 2 小時開始上升，到第

8 小時達到其蛋白質表現量最高峰，之後漸漸下降，直到第 24 小時，表現量依

然高於未經照光處理組別，而使用 HAT 抑制劑 AA 能有效抑制 ALA-PDT 後上

升的 COX-2 和 survivin 蛋白質表現量，顯示這些促存活蛋白質的表現，確實是

受到 HAT 活性上升所導致的結果。本論文首次證實光動力治療能藉由 p38MAPK

路徑，提升HATs活性，而造成光動力治療後細胞內整體乙醯化程度上升之現象，
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透過此一系列訊息傳遞過程(Figure 40)，最終進而調控細胞內促存活蛋白質之表

現，保護細胞，免於光動力氧化破壞。 

4.2 光動力治療與乙醯化修飾 

過去部分研究曾提到，光動力治療會造成細胞乙醯化修飾的改變，如: 2009

年 Flores-Ancona等人使用ALA-PDT應用於人類星狀細胞瘤(Human astrocytoma) 

U373-MG 和 D54-MG 細胞株治療，經由免疫組織染色，首次發現 ALA-PDT 會

引起細胞內 histone H4 乙醯化程度上升[219]；同年，Mamoon 團隊指出以光感物

質 Indocyanine green (ICG)引發之光動力氧化效應處理人類皮膚黑色素瘤(Human 

skin melanoma) Sk-Mel-28 細胞株，會顯著抑制細胞中 HDAC 活性[220]；

Gamal-Eldeen 等人於 2013 年發表使用 ICG-PDT 治療以致癌物 DMBA/TPA 誘導

CD1 小鼠生成之皮膚癌，同樣發現會引起 HDAC 活性大幅下降[233]；而

Demyanenko 等人經由 Proteomic study 發現 ALA-PDT 處理後之 CD1 小鼠，許多

影響乙醯化修飾之蛋白質表現發生改變[234]。文獻中雖然曾提及光動力治療將

造成細胞啟動 epigenetic processes，但對於這樣的改變究竟會造成細胞中何種轉

錄影響以及生理反應並沒有更深入的研究探討。而在本篇論文中，首次證實光動

力氧化效應會引起 p300HAT 活化，增加對組蛋白乙醯化修飾，而促進下游包含

COX-2、survivin 等基因轉錄。使用 ALA-PDT(2 J/cm2)後 2 小時，即會引發

p300HAT mRNA 表現，而 p300HAT mRNA 表現的增加，反映在 HAT 活性上，

使 HAT 活性於 ALA-PDT 後顯著上升(Figure 2)。雖然在 ALA-PDT 後無觀察到

HDAC1、HDAC2 或 HDAC3 mRNA 有所改變，但 HDAC 活性依然隨光動力作

用後時間增加，呈現明顯下降的趨勢(Figure 3)。而細胞中整體組蛋白乙醯化程度，

受到ALA-PDT後HAT活性上升和HDAC活性下降之影響，呈現顯著上升(Figure 

1)，這樣的結果與過去文獻報導以不同光感物質引發之光動力治療可能會促進組

蛋白乙醯化修飾增加相符合。除此之外，本論文更進一步發現此現象與促存活因
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子 COX-2、survivin 大量表現有關(Figure 10 和 27)，這樣的結果首次說明了，光

動力治療後所產生的乙醯化修飾提升，是腫瘤細胞為因應光動力效應所帶來破壞

的重要方式之一。 

4.3 氧化壓力與乙醯化修飾 

事實上，除了光動力治療會造成組蛋白乙醯化修飾改變外，有許多不同介質

或藥物處理產生的氧化壓力，也被報導會藉由改變乙醯化修飾來調節基因表現，

以因應氧化壓力帶來的影響[212]。像是 Fiona M 等人發現以香菸濃縮物(cigarette 

smoke condensate，CSC)或 H2O2處理人類肺泡上皮細胞，會引發細胞之氧化壓力

增加，使 HDAC 活性和 HDAC2 表現下降，使 histone H4 乙醯化顯著上升，促使

發炎相關基因之表現[235]。此外有研究指出，會引發慢性肺部及新血管疾病的

環境細懸浮微粒 PM10，能經由誘發細胞產生 ROS，進而活化 HATs 活性與 histone 

H4 乙醯化修飾，導致 IL-8 表現[236]。近年來，研究指出氧化壓力與阿茲海默症

Alzheimer's disease (AD)等神經退化疾病之致病有密切關係，2013 年 Gu 等人檢

測人類神經母細胞瘤(Human neuroblastoma) SH-SY5Y 細胞經 H2O2處理下，會導

致 amyloid-β (Aβ)大量表現，探究結果發現，H2O2處理下會誘導 p300HAT 上升

及 HDAC3 的下降，因而造成 Aβ 表現，作者推測氧化壓力會透過引發組蛋白乙

醯化改變，影響疾病的發生或發展[237]。以上研究均顯示氧化壓力下，細胞會

透過增加乙醯化修飾，以因應氧化壓力帶來的影響，這也符合本篇研究所發現，

使用 ALA-PDT(2 J/cm2)後 2 小時，即能觀察到 p300HAT mRNA 表現上升，以

ROS 抑制劑 NAC 阻止 ALA-PDT 後氧化壓力產生，會抑制 p300HAT mRNA 的

升高(Figure 4)，說明光動力作用是經由氧化壓力引發細胞產生反應，在短時間內

使 p300HAT 表現上升，因而促使乙醯化程度上升，增加 COX-2、survivin 等基

因轉錄，讓腫瘤細胞得以避免死亡而存活下來。 
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4.4 HATs 與 HDACs 活性改變之調控 

於本論文中，首次發現於光動力治療後提升的組蛋白乙醯化程度，會影響基

因轉錄，此外更發現光動力治療後組蛋白乙醯化修飾的增加，主要是受到光動力

治療後 HATs 活性的上升、HDACs 活性下降所影響，接下來將分別針對光動力

治療後，HATs 和 HDACs 活性如何被調控進行探討。 

近年來許多證據顯示，HATs 的活性高低除了與其蛋白質表現量有關外，也

會透過各種轉譯後修飾，如:MAPK 或 AKT 等 kinase 磷酸化修飾所調節。如 2001

年發表的研究指出，給予造血細胞(hematopoietic cell)顆粒性白血球聚落刺激因子

(granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF)藉此誘發 cytokine 刺激，會活 MAPK

路徑，促進 p300HAT 活化，並結合至 myeloid differentiation-associated genes, 

myeloperoxidase (MPO)啟動子，協助 MPO 表達[238]。另外研究也發現，UV 引

發之組蛋白乙醯化會因為加入 p38MAPK抑制劑而下降，並減少NER因子XPC、

TFIIH 結合至 DNA 受損位置，顯示 UV 照射導致的組蛋白乙醯化是經由

p38MAPK 活化路徑所調節[239]。而在我們的研究中發現，p38MAPK 的活化也

是調控光動力治療後，p300HAT 活性上升的重要訊息(Figure 13)。深入探究

MAPK 或 AKT 活化是如何調控組蛋白乙醯化程度，與其活化後能磷酸化 HATs

蛋白質有關。文獻指出 ERK 的活化會磷酸化 HAT，促進其組蛋白乙醯化轉酶活

性[240]。而 Chen 團隊證實 AKT 對於 p300HAT Serine 1834 位置進行磷酸化，能

增加 p300HAT 組蛋白乙醯化轉酶活性[241]。2013 年 Wang 等人研究也顯示，

p38MAPK 和 Akt 能磷酸化 p300HAT Serine 1834 位置，進而增加對組蛋白乙醯

化，提升 chromatin relaxation [229]，因此我推論於本研究中發現 p300HAT 活性

的上升，除了與其 mRNA 表現量增加有關外，也同時與 p38MAPK 活化後對

p300HAT磷酸化修飾有所關聯。未來的研究能以西方點墨法檢測光動力治療後，



75 

 

p300HAT 蛋白質是否確實增加，另外可以觀察 p300HAT 蛋白質是否有磷酸化情

形發生，以確認光動力治療後如何調控 p300HAT 活性，並瞭解光動力治療後

p38MAPK 之活化，在調節 p300HAT 活性上所扮演的角色。 

HDACs 的活性則被報導會受到許多種方式所調控，包含(1)其蛋白質表現量、

(2)其蛋白質 dimer 組成和(3)蛋白質轉譯後修飾，如:磷酸化、乙醯化、泛素化等。

本論文雖然於光動力治療後，檢測到整體細胞核內 HDACs 活性下降，但未能觀

察到 HDAC1、HDAC2 或 HDACs3 等第一型 HDACs 的 mRNA 有所改變，由於

HDACs 具有多種家族，未來若能針對其他家族 mRNA 和蛋白質進行分析，才能

了解光動力治療對於 HDACs 基因或蛋白質表現量之影響，並確認其改變是否會

調控光動力治療後 HDACs 之活性。而過去研究發現 HDACs 會兩兩會形成 homo-

或 heterodimers，研究發現 HDACs 須以 dimers 形式才具有活性[242-244]，如果

破壞 dimers 組合將抑制 HDACs 活性[244]。曾有文獻報導，腺病毒(adenoviral)

蛋白質 GAM1會藉由結合至 HDAC1 的N-terminal 區域，迫使HDAC1 homodimer

或 HDAC1/HDAC2 heterodimer 分離，而抑制 HDACs 活性[245]。除此之外，蛋

白質轉譯後修飾對 HDACs 活性也會有所影響，HDACs 被發現會受到各種轉譯

後修飾而改變活性。在HDACs磷酸化修飾部分，Pflum等人首先證實 casein kinase 

2 (CK2)會磷酸化 HDAC1 蛋白質上 Serine 421 和 Serine 423，增加 HDACs 的活

性[246]。但若是磷酸化位置是在 HDAC1 上 Serine 406 或 HDAC2 上 Serine 407

時，則是會抑制 HDACs 活性[247]。另外 HDAC3 能被 CK2 磷酸化於 Serine 424

位置而增加 HDACs 活性[248]。而 HDAC8 則是經由 PKA 磷酸化其 Serine 39 處

來抑制活性[249]，目前已陸續發現各種 HDACs 會被磷酸化修飾的特定位置，不

同刺激來源會引發不同的位置的磷酸化修飾，而導致截然不同之活性調控。雖然

過去未曾報導過 p38MAPK 對於 HDACs 會進行磷酸化修飾，但是光動力治療引

發的氧化壓力，被認為能引發複雜的訊息分子活化，所以 HDACs 的活性可能會

受到光動力治療後其他活化的 kinase 磷酸化影響，而抑制其活性。除了磷酸化之
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外，HDACs 乙醯化修飾也是調節其活性的方式之一，不同 HDACs 有各種被乙

醯化修飾的特定位置，其中對於 HDAC1 乙醯化修飾之研究最多，其 Lysine 218、

220、432、438、439 和 441 被報導會被接上乙醯基，影響其活性[250]，而 Lysine 

432 位置若受到乙醯化修飾，會使 HDAC 活性顯著降低[251]，研究更顯示

p300HAT 是主要能乙醯化 HDAC1 的 HAT 蛋白質[250]，因此本論文中發現的

p300HAT 活性增加，也可能會對 HDACs 進行乙醯化修飾，而抑制其活性。未來

可使用 p300HAT 抑制劑，分析光動力治療後 p300HAT 對 HDAC 活性之影響，

並可利用西方點墨法檢測光動力治療後，HDACs 乙醯化程度是否有所變化，而

致使活性下降。此外，泛素化修飾也是能影響 HDACs 活性的轉譯後修飾之一。

過去報告指出，泛素化修飾 HDACs 的結果，會引起細胞中組蛋白過度乙醯化修

飾[252]。研究顯示，HDAC1、HDAC2 和 HDAC4 會受到 polyubiquitination 修飾，

經由蛋白酶體系統(proteasome machinery)，而分解 HDAC 蛋白質，如此的結果可

能會使得細胞內整體 HDAC 活性大幅下降[253-256]。過去的研究曾發現光動力

治療後，會引發細胞內大量蛋白質泛素化[257]，未來可檢測 HDACs 泛素化修飾

是否會因光動力作用而增加，以確認光動力治療下，泛素化修飾對 HDAC 蛋白

質之影響。 

本論文中，我們發現光動力治療後 HATs 活性增加(Figure 2)，推測除了與

p300 基因表現上升有關外(Figure 4)，可能也受到 p38MAPK 能磷酸化修飾

p300HAT 影響。另外雖然光動力治療後 HDACs mRNA 表現沒有明顯變化(Figure 

5)，但仍然檢測到 HDACs 活性下降(Figure 3)，則可能是 HDACs 蛋白質受到磷

酸化、乙醯化甚至是泛素化等轉譯後修飾所造成的結果，而這些推論還有待更多

實驗深入探討才能加以證實。 



77 

 

4.5 光動力治療與 p38MAPK 活化    

p38MAPK 的活化，被認為與光動力治療後細胞存亡調節有相當密切的關係。

曾有文獻發現 p38 MAPK 抑制劑能抑制 hypericin-PDT 誘發之 COX-2 表現，並增

加人類子宮頸癌 HeLa 細胞或人類膀胱癌 T24 細胞毒殺效果，相對地，若過度表

現 WT-p38MAPK，則會提升細胞對 PDT apoptosis 的抗性[194]。然而卻有部分學

者的研究指出，使用p38 MAPK抑制劑會避免PDT後的腫瘤細胞走向死亡[258]。

同樣是於 PDT 後引發 p38MAPK 活化，卻對細胞卻有不同影響，如此的結果可

能與其活化的是哪種 p38MAPK isoforms 有關。目前已知 p38MAPK 有 4 種不同

isoforms，包括 p38α、β、γ 和 δ，所有 isoforms 皆能被 MAPK kinase 磷酸化修飾，

活化其下游訊息路徑。近年來研究證實，會因為活化的 isoform 不同，會有促進

死亡或抑制死亡兩種截然不同的結果。雖然 p38MAPK 訊息傳遞最終導致細胞走

向存活抑或死亡，會因細胞所遭遇的刺激或細胞類型而有所差異，但許多證據顯

示當 p38α 被活化時會啟動 proapoptotic 訊息傳達，而 p38β 被活化時將促使細胞

表現 prosurvival 訊息[93-96]。而本研究所使用之光感物質及照光劑量下所產生的

光動力氧化效應，會在短時間內誘發 p38MAPK 活化，加入 p38MAPK 抑制劑則

提升細胞毒殺效應，顯示 ALA-PDT 後 p38MAPK 的活化，可能是為了避免細胞

死亡發生。欲了解 p38MAPK 活化是否與我們預期相同，是導致細胞存活的重要

訊息，因此檢測 p38MAPK 其中兩種 isoforms，p38α 及 p38β 的活化情形。實驗

發現 p38α 及 p38β 皆會在光動力作用後活化(Figure 11B)，如此結果顯示光動力

氧化壓力下，除了會透過 p38α 活化造成細胞死亡外，也同時會引發 p38β 活化，

而促進促存活因子訊息傳遞，使得腫瘤細胞有機會在光動力氧化壓力下，修復損

傷而存活。文獻也曾分析以不同光感物質引發之光動力作用所調節的 p38MAPK 

isoforms，發現以 siRNA Knockdown p38β 會增進 hypericin 引發之光動力細胞毒

殺效應 [259]。使用光感物質 Zn-BC-AM 引發之光動力作用，會很快活化
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p38MAPK，而以 siRNA Knockdown p38β 能顯著增加 Zn-BC-AM-PDT 所造成的

apoptosis[260]。這些文獻報導顯示於不只是 ALA 或 Ce6-PDT，不同光感物質引

發之光動力氧化效應，可能會藉由誘導細胞中 p38β 活化，而得以存活下來。除

了 p38MAPK 在光動力效應下的角色外，目前對光動力治療後 p38MAPK 活化所

影響的下游目標也還尚未明瞭，在本論文中，我們首次證實光動力氧化效應所引

發之 p38MAPK 活化會影響 p300HAT 表現及 HAT 活性，而加強對於 pro-survival

蛋白質 COX-2 啟動子的組蛋白乙醯化修飾，增加 COX-2 表現(Figure 10B)。而

p38MAPK 對其下游因子 p300HAT 表現及 HAT 活性之調控，除了提升組蛋白乙

醯化修飾外，也增加對轉錄因子 NF-κB 之乙醯化修飾，因此能間接加強 NF-κB

對 COX-2 啟動子的轉錄活性(Figure 14)。這些實驗首次證實光動力治療會藉由提

升 p38MAPK 訊息傳遞，促使 p300HAT 活性升高，同時乙醯化修飾 COX-2 啟動

子上組蛋白及轉錄因子 NF-κB，而促進 COX-2 轉錄。 

4.6 光動力氧化效應下 COX-2 轉錄機轉之探討 

過去 Hendrickx 等人的研究認為，雖然於 hypericin-PDT 後發現會活化 NF-κB，

但是 hypericin-PDT 所引發之 p38MAPK 活化所導致的 COX-2 表現，並非經由

NF-κB所調控[194]。這樣的結果與本論文中發現光動力治療後會引發HAT活性，

乙醯化 NF-κB 而增加其轉錄活性，幫助 COX-2 表現的結果不盡相同。雖然兩種

發現彼此之間略有矛盾，但依舊能夠解釋為何會有如此差異，可能原因之一是因

為光動力氧化效應所產生的作用，與其使用的光感物質和照光劑量有關，更受到

其產生氧化壓力破壞的位置的影響，可能因此有所差異。此外我們跟 Hendrickx

等人研究結果不同，也可能與實驗驗證方法有關。正常時，NF-κB 會與 NF-κB 的

抑制蛋白 IκB 結合，以不活化態存於細胞質中；一旦細胞受到刺激後，透過一連

串的訊息傳遞，IκB kinase (IKK) complex 會使得 IκB 磷酸化，導致 IκB 能被

ubiquitin ligase Skp1-cullin-1-F-box SCFβ-TrCP complex 所辨識而接上 poly-ubiquitin，
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進而被帶到蛋白酶體(Proteasome)中降解(ubiquitination)，此時被釋放自由的 

NF-κB 便進入細胞核[261, 262]。進入細胞核內後，會與被調控基因的啟動子結

合進而促使基因表現。除了以 IκB 調控 NF-κB 活化與否外，近年來轉譯後修飾

(post-translational modification)被認為同樣是影響 NF-κB 活性的重要因素，其中

NF-κB 的磷酸化、乙醯化、甲基化及泛素化等修飾及修飾間的交互作用，能調控 

NF-κB 的轉錄活性[263]。在本論文中，發現經過光動力作用後會誘發 p300HAT

活性上升，而促進 NF-κB 之乙醯化修飾(Figure 15)。Huang 等人的研究也證實，

當NF-κB經由 p300 /CBP對其次單元 p65第 310位置 lysine 進行乙醯化修飾後，

能增加特異性辨識及專一性結合至 BET (bromodomain and extra terminal domain)

蛋白家族 BRD4 的兩個結構區，而 BRD4 又能吸引並活化 CDK9，使 RNA 聚合

酶 II (RNA polymerase II)磷酸化，促進 NF-κB 目標基因的轉錄[264]。Hendrickx

的研究中，利用過度表達 IκB，或使用 IκB 磷酸化抑制劑 BAY117085 阻止 IκB

與 NF-κB 分離，來抑制 NF-κB 進入細胞核協助轉錄，他觀察到以此兩種方式皆

無法有效降低 hypericin-PDT 引發之 COX-2 表現，因此推測 hypericin-PDT 後上

升的COX-2並非透過NF-κB所調控[194]。然而Hendrickx所使用的這兩種方法，

雖然能阻止NF-κB入核執行其轉錄功能，但卻無法抑制原本已在細胞核內NF-κB

被 PDT 後活化的 p300HAT 乙醯化修飾，因而即便阻止 NF-κB 入核，依然還是

偵測到 COX-2 於 PDT 後上升之情形。 

事實上，我們觀察到光動力氧化效應造成 p38MAPK 磷酸化、引起 p300HAT

活性升高，並藉由乙醯化 NF-κB 而加強其轉錄活性的過程，在許多刺激引發的

氧化壓力或 cytokines 處理下，也能發現類似的調節路徑，並參與 COX-2 或特定

基因轉錄。研究發現 LPS 會藉由 p38MAPK、p300HAT 活性，促進對 NF-κB 乙

醯化修飾，而加入 melatonin 能抑制 LPS 處理後此一路徑之活化，避免 IL-1β、

COX-2 等發炎介質表現[265, 266]。另外實驗以致癌物 12-O-tetradecanoylphorbol 

-13-acetate (TPA)塗抹至 ICR 小鼠背部，會引發氧化壓力而造成 COX-2 表現，若
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於 TPA 使用前先以抗氧化物 resveratrol 處理，能透過抑制 p38MAPK-p300-NF-κB

路徑，阻止 TPA後COX-2產生[267]。過去瞭解高血糖將引發細胞產生氧化壓力，

實驗利用 high glucose 處理内皮细胞，發現會藉由引發氧化壓力促使 PKC、JNK、

p38MAPK 等訊息路徑及轉錄因子 FOXO、NF-κB 活化，並觀察到會因此增強

p300HAT 與抑制 class III HDACs sirtuins 的活性，而使 COX-2 等發炎相關基因表

現[268]。 

4.7 光動力作用與 COX-2 抑制劑之結合型治療 

過去的研究顯示，光動力治療搭配 COX-2 抑制劑能增加光動力對腫瘤治療

成效。在本論文中，以 PL-Ce6-PDT 治療 C26 腫瘤，於活體動物實驗同樣能達到

加強腫瘤抑制之療效(Figure 25)。然而在 in vitro 研究中，分別使用不同濃度的

COX-2 抑制劑 NS-398，來抑制 ALA-PDT 於 A375 細胞中引發之 COX-2 表現，

即便使用到 200 M 高濃度的 COX-2 抑制劑，卻依然無法加強光動力細胞毒殺

效果(Figure 27)。這樣的結果在 Makowski 等人的研究中也被發現，使用與我們

實驗相同劑量之 NS-398，同樣無法增加 Photofrin-PDT 後的細胞毒殺效應，甚至

利用其它 COX-2 抑制劑如：rofecoxib 或 nimesulide 等，也不能提升光動力作用

後對細胞之毒殺效益[221]。雖然如此，同一篇文獻中應用 nimesulide 結合

Photofrin-PDT 治療植有 C26 腫瘤之 BALB/c 老鼠，依然能達到相當良好抑制腫

瘤生長之效果[221]，顯示光動力治療搭配 COX-2 抑制劑能有效控制腫瘤生長，

不是經由加強對腫瘤細胞直接的毒殺，而可能是間接破壞腫瘤週邊環境像是血管

損傷等造成的結果。 

事實上，In vivo 光動力治療後被發現會引發血管破壞，導致血管收縮、血管

通透性增加、血小板活化、血栓及血細胞滲出等現象[269]。其中血管收縮與血

小板的活化，能在光動力照光作用後數分鐘被觀察到[270]。而研究也發現對於

腫瘤微血管的破壞，將會增加光動力治療抗腫瘤效應，其原因來自當微血管阻塞
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或萎縮，將阻礙對於腫瘤組織養分或氧氣的供應[271]。由於腫瘤週邊血管的損

傷能有效抑制腫瘤生長，因此一般認為若能在光動力治療後，持續造成血管破壞

或抑制受損血管修復，將能提升光動力抑癌效應。而過去研究證實，COX-2 表

現與 VEGF 以及腫瘤血管新生成正相關[272]，因而 COX-2 抑制劑被認為是抗血

管新生的重要藥物。研究發現，給予 COX-2 抑制劑 NS-398 能減少腫瘤釋放血管

新生因子[273]，或在 COX-2 knockout 小鼠上觀察到腫瘤生長遲緩，且血管密度

降低的現象[274]，顯示抑制 COX-2 將能造成腫瘤血管新生受到抑制，或影響腫

瘤內血管分佈情形。因此，我們推論 COX-2 抑制劑在活體實驗中，能有效加強

光動力抑癌成效，可能是源自抑制腫瘤血管新生，或是阻礙光動力治療後血管修

復之結果。 

4.8 光動力氧化效應與 survivin 活化 

光動力治療除了直接毒殺腫瘤細胞外，也會引起腫瘤附近局部發炎反應和立

即性的血管損傷破壞[275]，因此光動力治療後，被發現會誘發許多因子活化，

包含與細胞存亡相關的促存活蛋白、影響炎症發生的發炎介質，以及促血管新生

的因子表現。於本研究中，不論是在細胞實驗或動物實驗，相較於使用 COX-2

抑制劑 NS-398，光動力治療搭配 p300HAT 抑制劑 AA 皆能有更好的細胞毒殺或

腫瘤治療成果，意味 p300HAT 的活化會誘發其他促存活因子表達，阻止細胞走

向死亡，我們也確實於 ALA-PDT 後，偵測到除了 COX-2 外，其他 pro-survival

蛋白質像是 survivin 及 Bcl-2 的表現也會有所上升，而在光動力作用前使用

p300HAT 抑制劑 AA 處理細胞，能顯著抑制 survivin 提升，並活化 caspase-3 及

apoptosis 路徑(Figure 29)，顯示 PDT 透過 p300HAT 引發之 survivin 表現，與腫

瘤細胞能抵抗光動力氧化效應導致之細胞死亡有極密切關係。 

Survivin 為抗凋亡(anti-apoptosis)蛋白質家族一員，在細胞存活上扮演相當重

要的角色，有許多轉錄因子及訊息傳遞控 survivin 的表現。在本論文中，我們觀
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察到光動力氧化效應上升的 p300HAT 會增進 survivin 表達，使用 p300HAT 抑制

劑 AA 可逆轉上升的現象(Figure 28)。然而目前尚無文獻佐證 survivin 轉錄會受

到 p300HAT 調控，因此還需更深入以 ChIP 分析，在光動力作用後上升的

p300HAT 是否會被吸引至 survivin 啟動子位置，造成附近組蛋白乙醯化，而促使

survivin 轉錄。目前已知能促進 survivin 表現的轉錄因子 NF-κB[172]，在許多不

同類型光感物質造成的光動力效應中都能被顯著誘發[230]，且在本論文中，更

發現光動力氧化效應能透過 p300HAT 引發 NF-κB 乙醯化，提升 NF-κB 轉錄活

性。另外文獻也證實使用 p300HAT 抑制劑 AA 能經由抑制 NF-κB 活化，促進細

胞死亡[276]。因此推論在我們使用的光動力作用系統中，可能是藉由 p300HAT

乙醯化 NF-κB 來增加 NF-κB 轉錄活性，而促進 survivin 表現，Gomer 等人的研

究也發現 PDT 後 survivin 轉錄與 NF-κB 活化有關[277]。另外，NF-κB 能促進

survivin 表現可能也受到 nitric oxide synthase (iNOS)升高影響[178, 278]，過去文

獻已知，光動力氧化效應引發之 iNOS 在細胞抵抗死亡上扮演相當重要的角色

[178]，Bhowmick 和 Girotti 研究指出 ALA-PDT 活化的 NF-κB 會觸發 iNOS，使

survivin 表現量增加 [178]。然而於本論文中所觀察到光動力氧化效應後，

p300HAT 上升所活化的 NF-κB 是否因此引發 iNOS 造成 survivin 表現，則需賴

日後更深入的研究。 

4.9 ALA-PDT 與 ALA-PDT 結合 AA 引發之細胞死亡路徑探討 

細胞存活與細胞死亡程序之間不正常調節或不平衡，被認為是導致腫瘤發生

的源頭，甚至有許多疾病的發生也與這樣的現象有關，例如過度的細胞凋亡會使

細胞萎縮。而無法順利執行細胞凋亡，則會導致細胞無法控制的增生，如癌細胞

的形成。目前有許多治療癌症的方法是藉由引發細胞凋亡或細胞壞死導致癌細胞

死亡，本篇所使用是的光動力治療是藉由其誘發之氧化壓力，促使細胞啟動細胞

凋亡等死亡路徑，而達到毒殺腫瘤細胞之效果。我們過去發表的文章中曾發現，
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在老鼠嗜鉻細胞瘤 PC12 處以 ALA-PDT 能活化 caspase-9 和 caspase-3，但是

caspases 抑制劑 Z-VAD-FMK 卻無法阻止在 ALA-PDT 後細胞的死亡[153]，顯示

ALA-PDT 雖然會誘導 caspases 活化，卻不能因此導致細胞死亡。本篇論文的研

究結果可能可以對此提出解釋，因為我們發現 ALA-PDT 除了引發 caspase-3 活

性上升外，同時也會促進 survivin 表現，當死亡與存活路徑同時被啟動下，部分

損傷細胞可能因此得以修復，因而躲過細胞凋亡而殘存下來，這樣的論點從我們

以 p300HAT 抑制劑 AA 抑制 survivin 表現後，caspase-3 活性更加上升得以證實

(Figure 29 和 30)。 

近年文獻指出另一種細胞自我修復的程序細胞自噬(autophagy)，可能參與在

光動力治療後細胞存亡的生理調控中[279]。一開始學者們認為 autophagy 是

apoptosis-resistant 細胞會進行的新形態死亡模式[280, 281]，然而後來陸續發現細

胞自噬可能也扮演 pro-survival 角色，研究利用各種 autophagy 抑制劑如 3-MA、

LY294002 或 Wortmannin 處理細胞，發現在某些條件或刺激下也能促進細胞死

亡發生[282]。在光動力治療處理下，也能發現 autophagy 發生帶給細胞不同結果

的研究報告，本實驗室先前的研究發現對於 PC12 細胞處以 ALA-PDT，會經由

AMPK 路徑引起 autophagy 發生，且加入 autophagy 抑制劑 3-MA 能抑制細胞死

亡[153]，另外抑制 Pc 4-PDT 後細胞自噬現像，能大幅提高 MCF-7 細胞存活情形

[283]。相反地，部分研究發現抑制 autophagy-related gene Atg7 表現，反而會促

進老鼠 leukemia L1210 細胞死亡[284]，而使用 autophagy 抑制劑 3-MA 也發現能

提升 chlorophyllin e4-PDT 處理後 5637 與 T24 之細胞死亡率[285]。 

探究 Autophagy 同時具有促進存活或導致死亡的功能，可能跟刺激其發生的

源頭及強度有關，細胞自噬原本是細胞接受到飢餓或細胞遭受損傷時，分解老舊

胞器或蛋白質，再回收利用成為材料，幫助細胞得以在逆境存活的作用方式。不

過有時候在嚴重受損的細胞中，損傷無法負荷時，細胞為顧全大局，也可能同時
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釋放訊號引發細胞凋亡，因此細胞凋亡與細胞自噬彼此呈現密切又謹慎地相互平

衡，近年文獻更指出細胞凋亡與細胞自噬間可能存在互相拮抗的作用，以維持細

胞存亡間的平衡。Beclin 1 是細胞自噬關鍵條控蛋白質之一，參與自噬體膜形成

[286]，被發現具有細胞保護功能，能協助細胞對抗 starvation 引發之細胞凋亡[287, 

288]。2010 年，Wirawan 等人發現若移除生長因子 IL-3，會活化 Ba/F3 細胞中的

caspases，導致細胞走向細胞凋亡，更首次證實活化的 caspases 更會造成 Beclin-1 

cleavage[231]。當 Beclin 1 被 proteases caspases 截切時，會使 60 kDa 的 Beclin-1

剪切成大小約 35kDa 的片段，而使 Beclin-1 失去功能，另外更發現截切後其

C-terminal 片段會結合至粒線體，促進 cytochrom c 釋放[231]。這樣的證據顯示

確實存在 autophagy 與 apoptosis 之間的 crosstalk，這兩種細胞反應會透過分子間

的交互作用，相互調控以控制細胞存亡。深入檢測發現其中 caspase-3、7 和 8 皆

能造成 Beclin-1 cleavage[231]，caspase-3 另外還能促使 Atg4D 蛋白質分裂[289]，

而 caspase-6 則能截切 Atg3 和 p62[290]，顯示細胞凋亡路徑中的蛋白質水解酵素

caspases 能破壞這些細胞自噬蛋白質功能，影響自噬體形成，而抑制 autophagy

發生。相反地，autophagy 也能透過分解 apoptosis 相關蛋白質如 Bak、Bax 等，

達到抑制細胞凋亡的結果[291]。本篇研究發現以 HAT 抑制劑結合 ALA-PDT 能

藉由減少 survivin 表現來提升 caspase-3 活性，並觀察到染色質濃縮、磷脂絲胺

酸外翻等細胞凋亡現象產生(Figure 29、32 和 33)，然而同時發現原本 PDT 後出

現的細胞自噬，會因為 ALA-PDT 結合 AA 共同處理後消失(Figure 35 和 36)，這

兩種現象的消長意味可能有 apoptosis 與 autophagy 交互作用的發生，檢測

ALA-PDT 結合 AA 處理的細胞，發現活化的 caspase-3 會造成 beclin-1 cleavage，

原本大小約 60 kDa 的 beclin-1 蛋白質，會被 caspases 辨認其 TDVD 胺基酸序列，

而分解成約 35 kDa 的片段(Figure 39)，顯示光動力治療結合 HAT 抑制劑會透過

活化 caspases來破壞 beclin-1蛋白質，且當我們加入 caspases抑制劑共同處理下，

能逆轉 beclin-1 蛋白質被分解的命運(Figure 39)，這樣的結果解釋了在 ALA-PDT

與 AA 結合型治療下細胞凋亡增加，而細胞自噬受到抑制的現象。 
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然而本研究並無法完全排除 beclin-1 蛋白質表現量的減少，也有部分原因是

受到泛素-蛋白酶體系統(ubiquitin-proteasome system, UPS)分解的結果。當細胞中

蛋白質需要被分解去除時，會被接上聚泛素(polyubiquitin)修飾，蛋白酶體可以識

別連接在蛋白質上的聚泛素，並透過蛋白酶體中的蛋白酶啟動降解過程，經過蛋

白酶體的降解後，蛋白質一般會被切割成約 7-9 個胺基酸長度的肽鏈大小[292]。

而本實驗以西方點墨法觀察 beclin-1 蛋白質分解情形時，由於肽鏈太小，無法偵

測到是否有蛋白酶體分解系統參與在其中。事實上，光動力治療後確實被發現會

引起大量蛋白質 polyubiquitin 現象[257]，因此未來可以檢測光動力治療後，

beclin-1 蛋白質是否有受到 polyubiquitin 修飾，或於 ALA-PDT 結合 AA 共同處

理下，以蛋白酶體抑制劑 MG132 抑制此分解過程，觀察是否會因此影響 beclin-1

蛋白質表現量，以釐清 ubiquitin-proteasome system 是否參與在結合型治療後

beclin-1 蛋白質降解中，來影響細胞自噬發生。 

4.10 光動力治療結合 HAT 抑制劑於腫瘤治療之應用 

   由於發現光動力治療後會引發組蛋白乙醯化轉酶活性增加，而提升 Histone 

H3 乙醯化修飾，促使促存活蛋白質轉錄，因此我們利用組蛋白乙醯化轉酶抑制

劑 AA 結合光動力治療，希望能藉由抑制光動力氧化效應後，組蛋白乙醯化轉酶

活性上升，阻止促存活蛋白質表現。實驗結果證實，不論是細胞實驗或動物實驗

在 AA 結合光動力治療後，皆能顯著減少 COX-2 及 survivin 表達，並大幅增進

光動力效應。過去文獻曾針對促存活蛋白質 COX-2 進行抑制，發現能提升光動

力治療對腫瘤抑制效果[196, 221]，我們於本論文中，也比較光動力治療結合

COX-2 抑制劑 NS-398 或 HAT 抑制劑 AA 之間對於腫瘤治療的成效，結果顯示，

相較於同樣濃度的 NS-398 處理 BALB/c 小鼠，AA 更能增加光動力作用對 C26

腫瘤之抑制效應，由於抑制組蛋白乙醯化轉酶活性，能減少下游整體組蛋白乙醯

化修飾，推測除了能抑制 COX-2 外，也能有效阻止許多於光動力治療後上升的
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促存活相關蛋白質表現，因此相較於專一性 COX-2 抑制劑，組蛋白乙醯化轉酶

抑制劑 AA 更能增進光動力效應。 

近年來很多研究也嘗試使用不同藥物搭配光動力治療，藉此提升治療成效，

而我們發現有許多用來結合光動力作用的化合物，其實被證實具有抑制組蛋白乙

醯化轉酶活性的功效。 2011 年 Ferrario 等人利用綠茶萃取物兒茶素

epigallocatechin gallate (EGCG)合併 PH-PDT 處理植有 mouse mammary carcinoma 

(BA)之 C3H 老鼠，發現能藉由抑制促存活蛋白質 GRP-78、survivin 表現，和減

少 PGE2 釋放，增進腫瘤對光動力腫瘤治療之反應[293]。而 EGCG 在 2009 年由

Choi 等人發表，證實具有組蛋白乙醯化轉酶抑制劑功效，並能專一性抑制

p300HAT 活性，而不影響其他 epigenetic enzymes 如 HDAC、SIRT1 或 HMTase

功能[218]。此外以 Radachlorin-PDT 結合 EGCG 也被確認能有效治療植有人類卵

巢癌细胞 TC-1 之 C57BL/6 小鼠腫瘤[294]。另一個被驗證為組蛋白乙醯化轉酶抑

制劑的薑黃萃取物 curcumin[216]，同樣能促進光動力治療對人類頭頸部腫瘤

AMC-HN3 的細胞毒殺，促使細胞凋亡發生[295]。本文使用的組蛋白乙醯化轉酶

抑制劑 anacardic acid (AA)則是由腰果殼中萃取出來，在 2003 年經由

Balasubramanyam 等人證實具組蛋白乙醯化轉酶抑制功能，近年來廣為使用以抑

制 p300HAT 活性[215, 296]。由於 AA 的 salicylate 部位與 CoA 的 pyrophosphate 

group 相似，能和 HATs 蛋白質結構裡的 V582、G584、G586、T587 等形成氫鍵;

另一方面，AA 的疏水性烷基鏈會停留在 HATs 蛋白質結構中的 pantothenic acid 

binding pocket，因此能與 acetyl-CoA 競爭，而抑制 HAT 活性[297]。學者也陸續

發現 AA 的生物活性能應用於糖尿病、氣喘等疾病或抗腫瘤治療，甚至結合其他

癌症治療如化療、放射線治療，以加強治療效應[297]。本論文使用 AA 結合

ALA-PDT 達到良好的腫瘤抑制效果，也顯示 HATs 為光動力治療與其他藥物合

併治療的重要目標之一。目前其中一種HAT抑制劑EGCG已進行臨床二期研究，

對於實際應用上極具希望，也盼望未來對於 epigenetic change 的更深入瞭解，能

為更多疾病或腫瘤治療帶來福音。 
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第五章 結論 

    過去已知於光動力治療後，可能引發促存活蛋白質表現，而導致腫瘤細胞有

機會從光動力毒殺效應後殘存，致使治療效應受到影響。然而目前對於光動力治

療後如何致使 COX-2 表現的調節機轉還有許多地方需要釐清。因此本篇論文針

對光動力氧化效應後，所引發的一連串訊息傳遞深入研究，如 Figure 41 所示，

我們發現在光動力治療後，將會啟動組蛋白乙醯化轉酶 p300HAT 表現，並同時

在細胞及動物實驗中都發現，光動力治療後上升的 p300HAT 在 COX-2 之表現上

扮演相當重要的角色。我們在 ALA-或 Ce6-這兩種光感物質引發的光動力效應，

皆能觀察到光動力效應會藉由活化 p38MAPK 訊息傳遞路徑，引發 p300HAT 表

現，導致光動力治療後，腫瘤細胞核內 COX-2 啟動子上之組蛋白乙醯化情形上

升。除此之外，光動力氧化效應後上升的 p300HAT 除了乙醯化組蛋白外，也同

時加強對 COX-2 啟動子上轉錄因子 NF-κB 次單位 p65 之乙醯化修飾，提升

NF-κB 對 COX-2 啟動子之結合能力，利於 COX-2 轉錄。光動力氧化效應下提升

的 p300HAT 除了影響 COX-2 表達外，也會促進 pro-survival 蛋白質 survivin 的表

現，進而抑制 caspase-3 活性，減少光動力處理後 apoptosis 發生，並增加 autophagy

機轉調節，使腫瘤細胞有機會修復存活。本論文提出使用 p300HAT 抑制劑

anacardic acid 結合光動力治療之結合型治療模式，加強光動力治療對腫瘤之治療

效應，並證實此種結合型治療能有效應用於細胞及動物實驗中，且優於過去光動

力治療結合 COX-2 抑制劑之治療型式。相信對於光動力氧化效應後，促存活蛋

白質被活化相關機轉的更加了解，能針對其中開發出彌補光動力治療缺失之結合

型治療，加強整體癌症治療效應。  
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Figure 1 光動力致壓效應會導致組蛋白乙醯化程度上升。 

A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2)後，萃取出細胞核內蛋白質，以西方點墨法觀

察各時間點及不同照光劑量(第 4 小時)下，細胞核內組蛋白乙醯化之變化。本實

驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果，並以影像分析軟體 ImageJ 定

量。 
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Figure 2 光動力處理會導致 HAT 的活性上升。 

A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2)後，萃取出細胞核內蛋白質，以 HAT assay kit

檢測各時間點及不同照光劑量(第 4 小時)下，細胞核內 HAT 之活性。此為三次

獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，

與 ALA only 組別有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。  
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Figure 3 光動力處理會導致 HDAC 的活性下降。 

A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2)後，萃取出細胞核內蛋白質，以 HDAC assay kit

檢測各時間點及不同照光劑量(第 4 小時)下，細胞核內 HDAC 之活性。此為三次

獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，

與 ALA only 組別有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。  
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Figure 4 光動力處理會促使 p300HAT mRNA 的上升。 

A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2) ，或於 ALA-PDT 前加入 10 mM 

N-acetylcysteine (NAC)共同處理後，於不同時間點使用 RT-PCR 檢測 p300、PCAF

和 GCN5 基因表現。此為三次獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表

示以 Student's t-test 進行統計，與 ALA only 組別有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01

分別以*或**標示)。 



92 

 

 

Figure 5 光動力處理不影響 HDACs mRNA 的表現量。 

A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2) ，或於 ALA-PDT 前加入 10 mM 

N-acetylcysteine (NAC)共同處理後，於不同時間點使用 RT-PCR 檢測 HDAC1、

HDAC2 和 HDAC3 基因表現。此為三次獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈

現。*表示以 Student's t-test 進行統計，與 ALA only 組別有顯著差異(p＜0.05 或 p

＜0.01 分別以*或**標示)。 
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Figure 6 Pro-survival 蛋白質 COX-2 於光動力治療後顯著上升。 

A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2)後，以西方點墨法觀察各時間點及不同照光劑

量(第 8 小時)下，細胞內 COX-2 蛋白質表現量。本實驗進行三次獨立實驗，選

取本圖作為代表性結果，並以影像分析軟體 ImageJ 定量。 
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 (A) 

(B) 

Figure 7 使用 HAT 抑制劑 AA 能有效阻止 COX-2 於光動力治療後上升。 

(A)A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2)，或於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入 20 M AA

共同處理下，於不同時間點使用 RT-PCR 檢測 COX-2 mRNA 表現量。此為三次

獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，

具有顯著差異(p＜0.05或p＜0.01分別以*或**標示)。(B)A375細胞經過ALA-PDT 

(2 J/cm2)，或於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入 20 M AA 共同處理下，以西方點墨法

觀察第 8 小時後，細胞內 COX-2 蛋白質表現量。本實驗進行三次獨立實驗，選

取本圖作為代表性結果，並以影像分析軟體 ImageJ 定量。 
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Figure 8 使用 shp300 能抑制光動力治療後上升之 p300HAT 及 COX-2 mRNA

的表現。 

使用 shRNA 抑制 p300HAT 基因表現，將 shp300 質體轉染入 A375 細胞 48 小時

後，處以 ALA-PDT (2 J/cm2)，再於照光後二小時，以 RT-PCR 分析#3 shp300 

(TRCN0000009883)和#6 shp300 (TRCN0000039886)對 p300HAT及COX-2之影響。

此為三次獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進

行統計，具有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。 
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(A) 

(B) 

(C) 

 

Figure 9 使用 shp300 能抑制光動力治療後上升之組蛋白乙醯化及 COX-2 蛋白

質的表現。 

將 shp300 質體轉染入 A375 細胞 48 小時後，處以 ALA-PDT (2 J/cm2)，再於照光

後二小時，以西方點墨法分析對於(A) p300HAT (B)組蛋白乙醯化(C) COX-2 蛋白

質表現量之影響。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果，並以影

像分析軟體 ImageJ 定量。 
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(A) 

(B) 

 

 

Figure 10 光動力治療促使大量 p300HAT 蛋白質結合至 COX-2 promoter 上，導

致 COX-2 promoter 組蛋白乙醯化程度上升。 

(A) COX-2 promoter 及 ChIP assay 後 PCR 引子位置示意圖。(B) ChIP assay 後進  

行 PCR，分析經過不同照光劑量之 ALA-PDT 後 4 小時，A375 細胞中 p300HAT

蛋白質結合至 COX-2 promoter 情形，以及在光動力作用後 COX-2 promoter 組蛋

白乙醯化程度。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果，並以影像

分析軟體 ImageJ 定量。 
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(A) 

 

(B) 

 

Figure 11 光動力治療會引發 p38MAPK 活化。 

(A)經由西方點墨法檢測 p38MAPK 蛋白質於 ALA-PDT (2 J/cm2)處理後，在不同

時間點下磷酸化的情形。(B)以免疫沉澱分析 immunoprecipitation (IP) assay 分析

p-p38α 與 p-p38β 於 A375 細胞處以 ALA-PDT (2 J/cm2)後磷酸化程度。本實驗進

行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果，並以影像分析軟體 ImageJ 定量。 
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Figure 12 使用 p38MAPK 抑制劑能抑制光動力治療後 p38MAPK 磷酸化及

COX-2 的表現。 

(A)A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2)，或於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入 40 μM 

SB203580 共同處理下，於第 8 小時使用 RT-PCR 檢測 COX-2 mRNA 表現量。此

為三次獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行

統計，具有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。(B)A375 細胞經過

ALA-PDT (2 J/cm2)，或於ALA-PDT前30分鐘加入40 μM SB203580共同處理下，

以西方點墨法分別於第 2 小時和第 8 小時後，觀察細胞內 p38MAPK 磷酸化程度

和 COX-2 蛋白質表現量。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果，

並以影像分析軟體 ImageJ 定量。 
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Figure 13 使用 p38MAPK 抑制劑能抑制光動力治療後上升之 p300HAT mRNA

表現、HAT 活性及組蛋白乙醯化程度。 

A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2)，或於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入 40 μM 

SB203580 共同處理下，檢測 p300HAT mRNA 表現量(第 2 小時)、HAT 活性(第 4

小時)及組蛋白乙醯化程度(第 4 小時)。RT-PCR 和 HAT 活性檢測皆為三次獨立實

驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，具有顯

著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。而西方點墨法實驗進行三次獨立

實驗，選取本圖作為代表性結果，並以影像分析軟體 ImageJ 定量。 
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Figure 14 光動力治療會造成 NF-κB lysine310 (K310)乙醯化程度上升。 

經由西方點墨法檢測 A375 細胞經 ALA-PDT (2 J/cm2)後，NF-κB subunit p65 

(K310)乙醯化程度。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果，並以

影像分析軟體 ImageJ 定量。 
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(A) 

(B) 

(C)  

 

Figure 15 ALA-PDT 經由 p38MAPK 活化引發 p300 表現及 HAT 活性提升，導

致 NF-κB 乙醯化程度上升。 

(A)A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2)，或於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入 40 μM 

SB203580 共同處理下，以西方點墨法分析第 8 小時 NF-κB p65 (K310)乙醯化程

度。(B)A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2)，或於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入 20 μM 

AA 共同處理下，以西方點墨法分析第 8 小時 NF-κB p65 (K310)乙醯化程度。(C)

將 shp300 質體轉染入 A375 細胞 48 小時後，處以 ALA-PDT (2 J/cm2)，於照光後

8 小時，觀察 NF-κB p65 (K310)乙醯化程度。上述實驗皆進行三次獨立實驗，選

取本圖作為代表性結果，並以影像分析軟體 ImageJ 定量。 
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Figure 16 ALA-PDT 後乙醯化 NF-κB 結合於 COX-2 promoter 上之分析。 

ChIP assay 後，使用 PCR 分析於不同照光劑量之 ALA-PDT 後，A375 細胞中結

合至 COX-2 promoter 之 NF-κB p65 (K310)乙醯化程度(第 8 小時)。本實驗進行三

次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果，並以影像分析軟體 ImageJ 定量。 
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Figure 17 Ce6-PDT 能藉由活化 p38MAPK 提升 HAT 活性，增加 COX-2 

promoter 上 NF-κB p65 與組蛋白乙醯化程度。 

(A) A375 細胞經過 Ce6-PDT 後，於第 4 小時使用 HAT assay kit 檢測 HAT 活性。

此為三次獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進

行統計，與 Ce6 only 組別有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。(B) 

A375 細胞經過 Ce6-PDT 後，於第 4 小時使用西方點墨法分析 p38MAPK 磷酸化

程度、COX-2 表現量，以及 NF-κB p65 (K310) 與組蛋白乙醯化情形。本實驗進

行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果。(C)與上述同樣的實驗條件下，使

用 ChIP assay 分析於 Ce6-PDT 後 4 小時，A375 細胞中 p300HAT 蛋白質結合至

COX-2 promoter 情形，以及 Ce6-PDT 後乙醯化組蛋白與 NF-κB 結合於 COX-2 

promoter 程度。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果。 
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Figure 18 ALA-PDT 藉由提升 HAT 活性，促使 C26 細胞內 COX-2 promoter 上

組蛋白乙醯化程度提升，造成 COX-2 表現增加。 

(A) C26 細胞經過 ALA-PDT 後，於第 4 小時使用 HAT assay kit 檢測 HAT 活性。

此為三次獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進

行統計，與 ALA only 組別有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。(B) 

C26 細胞經過 ALA-PDT 後，於第 4 小時使用西方點墨法分析 COX-2 表現量及

組蛋白乙醯化情形。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果。(C)

與上述同樣的實驗條件下，使用 ChIP assay 分析於 ALA-PDT 後 4 小時，C26 細

胞中乙醯化組蛋白結合於 COX-2 promoter 程度。本實驗進行三次獨立實驗，選

取本圖作為代表性結果。 
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Figure 19 PL-Ce6-PDT 會提升 NU/NU 小鼠身上 A375 腫瘤之 HAT 活性，增加

腫瘤內 COX-2 promoter 上組蛋白乙醯化程度，促進 COX-2 轉錄。 

(A)植有 A375 腫瘤之 NU/NU 老鼠經過 PL-Ce6-PDT 處理後，於第 2 小時犧牲老

鼠，取出腫瘤，使用 HAT assay kit 檢測 HAT 活性。此為三次獨立實驗之結果，

以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，與 PL-Ce6 only 組別

有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。(B)植有 A375 腫瘤之 NU/NU

老鼠經過 PL-Ce6-PDT 處理後，於第 2 小時犧牲老鼠，取出腫瘤，使用西方點墨

法分析 COX-2 表現，以及組蛋白乙醯化情形。本實驗進行三次獨立實驗，選取

本圖作為代表性結果。(C)與上述同樣的實驗條件下，使用 ChIP assay 分析於

PL-Ce6-PDT 處理後 2 小時，A375 腫瘤中乙醯化組蛋白結合於 COX-2 promoter

程度。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果。 
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Figure 20 PL-Ce6-PDT 會提升 BALB/c 小鼠身上 C26 腫瘤之 HAT 活性，增加腫

瘤內 COX-2 promoter 上組蛋白乙醯化程度，促進 COX-2 轉錄。 

(A)植有 C26 腫瘤之 BALB/c 老鼠經過 PL-Ce6-PDT 處理後，於第 2 小時犧牲老

鼠，取出腫瘤，使用 HAT assay kit 檢測 HAT 活性。此為三次獨立實驗之結果，

以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，與 PL-Ce6 only 組別

有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。(B)植有 C26 腫瘤之 BALB/c

老鼠經過 PL-Ce6-PDT 處理後，於第 2 小時犧牲老鼠，取出腫瘤，使用西方點墨

法分析 COX-2 表現，以及組蛋白乙醯化情形。本實驗進行三次獨立實驗，選取

本圖作為代表性結果。(C)與上述同樣的實驗條件下，使用 ChIP assay 分析於

PL-Ce6-PDT 處理後 2 小時，C26 腫瘤中乙醯化組蛋白結合於 COX-2 promoter 程

度。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果。 
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Figure 21 HAT 抑制劑 Anacardic acid (AA) 能提升 ALA-PDT 細胞毒殺效應。 

於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入不同濃度之 HAT 抑制劑 AA，再進行照光處理 (2 

J/cm2)，24 小時後以 MTT assay 分析對 A375 細胞之細胞毒殺效果。此為三次獨

立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，具

有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。 

  

** 

* 
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Figure 22 ALA-PDT 結合 HAT 抑制劑能抑制 A375 細胞形成 colonies。 

於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入不同濃度之 HAT 抑制劑 AA，再進行照光處理 (2 

J/cm2)，持續培養 5 天後以 crystal violet 染色，分析並計數 A375 細胞形成 colonies

之數目。此為三次獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's 

t-test 進行統計，具有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。 

** 

** 
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Figure 23 ALA-PDT 結合 HAT 抑制劑能抑制 C26 細胞形成 colonies。 

於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入不同濃度之 HAT 抑制劑 AA，再進行照光處理 (2 

J/cm2)，持續培養 5 天後以 crystal violet 染色，分析並計數 C26 細胞形成 colonies

之數目。此為三次獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's 

t-test 進行統計，具有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。 

  

** 

* 
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Figure 24 單獨使用 AA 或 NS-398 不能抑制 C26 腫瘤生長。 

(A)動物實驗組別與治療流程，每組各有 4 隻老鼠。(B)實驗使用 10 mg/kg HAT

抑制劑 AA 或 10 mg/kg COX-2 抑制劑 NS-398 (NS)，分別治療植於 BALB/c 老鼠

右背上之 C26 腫瘤(DMSO 組別為控制組，劑量為 50% DMSO 與溶解 AA、NS

之 DMSO 濃度相同)，治療後 7 天犧牲老鼠，取出腫瘤秤重紀錄。實驗結果以平

均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，具有顯著差異(p＜0.05

或 p＜0.01 分別以*或**標示)。 
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(B)  

Figure 25 PL-Ce6-PDT 結合 AA 能有效抑制 C26 腫瘤生長。 

(A)動物實驗組別與治療流程，每組各有 6 隻老鼠。 (B)實驗分為只處理

PL-Ce6-PDT、PL-Ce6-PDT 結合 10 mg/kg HAT 抑制劑 AA，或 PL-Ce6-PDT 結合

10 mg/kg COX-2 抑制劑 NS-398 (NS)，分別治療植於 BALB/c 老鼠右背上之 C26

腫瘤(DMSO 組別為控制組，劑量為 50% DMSO 與溶解 AA、NS 之 DMSO 濃度

相同)，治療後 3 天犧牲老鼠，取出腫瘤秤重紀錄。實驗結果以平均值±標準誤差

呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，具有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別

以*或**標示)。 



122 

 

(A) 

(B) 

(C) 

  



123 

 

Figure 26 長期給予 HAT 抑制劑 AA 結合 PL-Ce6-PDT 能抑制 C26 腫瘤生長。 

實驗分為只處理 PL-Ce6-PDT、PL-Ce6-PDT 結合 10 mg/kg HAT 抑制劑 AA，分

別治療植於 BALB/c 老鼠右背上之 C26 腫瘤(DMSO 組別為控制組，劑量為 50% 

DMSO)，給藥及光動力治療流程與 Figure 25 (A)相同，治療後每隔一天給予 10 

mg/kg AA，而 DMSO 與 PL-Ce6-PDT 組別則每隔一天給予 50% DMSO，每隔三

天測量老鼠體重及腫瘤大小。本實驗每組各有 6 隻老鼠。 
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Figure 27 COX-2 抑制劑 NS-398 無法提升 ALA-PDT 後之細胞毒殺效應。 

於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入不同濃度之 COX-2 抑制劑 NS-398，再進行照光處理 

(2 J/cm2)，24 小時後以 MTT assay 分析對 A375 細胞之細胞毒殺效果。此為三次

獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，

具有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。 

 

  



125 

 

 

Figure 28 使用 HAT 抑制劑 AA 能有效阻止 survivin 於光動力治療後上升。 

A375 細胞經過 ALA-PDT (2 J/cm2)，或於 ALA-PDT 前 30 分鐘加入 20 μM AA 共

同處理下，於不同時間點使用 RT-PCR 檢測 survivin mRNA 表現量。此為三次獨

立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，具

有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。 
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Figure 29 使用 HAT 抑制劑 AA 能有效阻止 survivin 於光動力治療後上升，且活

化 caspase 3 及 PARP。 

於 ALA-PDT (2 J/cm2)前 30 分鐘加入 20 μM HAT 抑制劑 AA，光動力處理後 4 小

時經由西方點墨法檢測 urvivin、cleaved caspase 3 及 cleaved PARP 之蛋白質表現

量。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果，並以影像分析軟體

ImageJ 定量。 
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(A) 

 

(B) 

 

 

Figure 30 使用 HAT 抑制劑 AA 結合 ALA-PDT 能顯著提升 caspase 3 活性。 

於 ALA-PDT (2 J/cm2)前 30 分鐘加入 20 μM HAT 抑制劑 AA，光動力處理後 4 小

時以 Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit 分析(A) A375 細胞與(B) C26 細胞中

caspase 3 活性。此為三次獨立實驗之結果，以平均值±標準誤差呈現。*表示以

Student's t-test 進行統計，具有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。 
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Figure 31 使用 shsurvivin 阻止 Survivin 於光動力治療後上升，能大幅提升活化

態之 caspase 3 及 PARP 表現。 

使用 shRNA 抑制 survivin 基因表現，培養 48 小時後，處以 ALA-PDT (2 J/cm2)，

於照光後 4小時，以西方點墨法觀察對 survivin、cleaved caspase 3 及 cleaved PARP

蛋白質表現量之影響。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果，並

以影像分析軟體 ImageJ 定量。 
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(A) 

 

(B) 

 

Figure 32 ALA-PDT 結合 HAT 抑制劑 AA 會引發細胞核內染色質聚集。 

於 ALA-PDT (2 J/cm2)前 30 分鐘加入 20 μM HAT 抑制劑 AA，光動力處理後 4 小

時進行 Hoechst 染色，以共軛焦顯微鏡觀察(A) A375 細胞與(B) C26 細胞中細胞

核內染色質之變化。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果。 
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Figure 33 ALA-PDT 結合 HAT 抑制劑 AA 會強烈引發 Phosphatidylserine (PS)

外翻之 apoptosis 現象。 

於 ALA-PDT (2 J/cm2)前 30 分鐘加入 20 μM HAT 抑制劑 AA，光動力處理後 4 小

時進行 Annexin V/PI 染色，並以流式細胞儀檢測於(A) A375 細胞或(B) C26 細胞

中 annexin V(+)之細胞數量。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結

果，另以流式細胞儀內建軟體進行分析，結果以平均值±標準誤差呈現。*表示以

Student's t-test 進行統計，具有顯著差異(p＜0.05 或 p＜0.01 分別以*或**標示)。 
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Figure 34 使用 caspases 抑制劑 Z-VAD-FMK 能阻止 ALA-PDT 結合 AA 所引發

之細胞死亡。 

於 ALA-PDT (2 J/cm2)前 30 分鐘同時加入 20 μM HAT 抑制劑 AA 及 40 μM 

Z-VAD-FMK 觀察 (A) 4 小時後引發之 caspase 3 活性 (以 Caspase-3/CPP32 

Colorimetric Assay Kit 檢測)及(B) 24 小時後引發之細胞毒殺效應(以 MTT assay

檢測) (左側：A375 細胞；右側：C26 細胞)。本實驗進行三次獨立實驗，結果以

平均值±標準誤差呈現。*表示以 Student's t-test 進行統計，具有顯著差異(p＜0.05

或 p＜0.01 分別以*或**標示)。 
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Figure 35 ALA-PDT 結合 HAT 抑制劑 AA 會抑制光動力效應引發之

autophagosomes 形成。 

於 ALA-PDT (2 J/cm2)前 30 分鐘加入 20 μM HAT 抑制劑 AA，在光動力處理後 8

小時進行monodansylcadaverine (MDC)染色，並以共軛焦顯微鏡觀察MDC螢光。

本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果。 
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Figure 36 ALA-PDT結合HAT抑制劑AA會抑制光動力效應引發之 autophagy。 

送入 LC3-GFP plasmid 進細胞內表現，培養 48 小時後，於 ALA-PDT (2 J/cm2)前

30 分鐘加入 20 μM HAT 抑制劑 AA，在光動力處理後 8 小時，以共軛焦顯微鏡

觀察 GFP 螢光。本實驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果。 
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Figure 37 ALA-PDT 結合 HAT 抑制劑 AA 會抑制光動力效應引發之

autophagosomes形成，而加入 caspases抑制劑Z-VAD-FMK則阻止此現象發生。 

於 ALA-PDT (2 J/cm2)前 30 分鐘加入 20 μM HAT 抑制劑 AA 及 40 μM 

Z-VAD-FMK，在光動力處理後 8 小時，以共軛焦顯微鏡觀察 MDC 螢光。本實

驗進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果。 
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Figure 38 ALA-PDT結合HAT抑制劑AA會抑制光動力效應引發之 autophagy，

而加入 caspases 抑制劑 Z-VAD-FMK 則阻止此現象發生。 

於 ALA-PDT (2 J/cm2)前 30 分鐘加入 20 μM HAT 抑制劑 AA 及 40 μM 

Z-VAD-FMK，在光動力處理 8 小時後，以共軛焦顯微鏡觀察 LC3 螢光。本實驗

進行三次獨立實驗，選取本圖作為代表性結果。 
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Figure 39 ALA-PDT 結合 HAT 抑制劑 AA 活化之 caspases 會造成 autophagy 重

要因子 Beclin-1分解，而加入 caspases 抑制劑 Z-VAD-FMK 則阻止此現象發生。 

於 ALA-PDT (2 J/cm2)前 30 分鐘加入 20 μM HAT 抑制劑 AA 及 40 μM 

Z-VAD-FMK，在光動力處理 4 小時後，以西方點墨法觀察於(A) A375 細胞或(B) 

C26 細胞中 cleaved caspase 3 與 cleaved Beclin-1 表現量。本實驗進行三次獨立實

驗，選取本圖作為代表性結果。 
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Figure 40 光動力治療後一系列訊息傳遞之過程。 

光動力治療後立即引發氧化壓力，誘發 p38MAPK 於 2 小時內活化，活化的

p38MAPK隨後促進組蛋白乙醯化轉酶活性提升，在光動力作用後 2至8小時間，

引起組蛋白與 NF-κB 乙醯化修飾增加，而促進促存活蛋白質表現。 
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Figure 41 結論示意圖。 

光動力治療會透過 p38MAPK調控組蛋白與 NF-κB乙醯化修飾，促進 pro-survival 

protein 表現，進而抑制 apoptosis 和誘發 autophagy，使細胞得以修復損傷，而增

進細胞存活。 

  



141 

 

 

 

 

 

附圖一、光動力作用模式。 
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附圖二、血紅素生合成路徑(Adapted from [298])。  
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附圖三、p38MAPK 參與調控的細胞反應(Adapted from[96])。 
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