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縮寫表 

3’-UTR：3’-untranslated region 

Ago：Argonaute 

ARD-1：Arrest-defective-1 

ARE：AU-rich element 

ARNT：Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 

AHR：Aryl hydrocarbon receptor 

bHLH：basic helix-loop-helix 

BNip3：Bcl-2/adenovirus EIB 19-kDa interacting protein 3  

CDK：Cyclin-dependent kinase  

CIP：Calf intestinal alkaline phosphatase 

CTAD：C-terminal activation domain 

DGCR8：DiGeorge syndrome critical region gene 8 

DMEM：Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

Exp5：Expotin5  

FBS：Fetal bovine serum 

FIH-1：Factor inhibit HIF-1 

GAPDH：Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GLUT1：Glucose transporter-1 

HIF-1：Hypoxia-inducible factor-1 

HRE：Hypoxia response element  

IGF-2：Insulin-like growth factor 2  

LDHA：Lactate dehydrogenase A  

LNA：Locked nucleic acid 

MiRNA：microRNA 



 

 2

MiR-221/222：microRNA-221/222 

NTAD：N-terminal activation domain 

MAPK：Mitogen-activated protein kinase  

M-PER：Mammalian protein extraction reagent 

ODDD：Oxygen-dependent degradation domain  

PACT：Interferon-inducible double stranded RNA dependent activator 

PAS：Per/ARNT/Sim 

PBS：Phosphate-buffered saline 

PDH：Pyruvate dehydrogenase  

PDK-1：Pyruvate dehydrogenase kinase-1 

PHD：Prolyl hydroxylation domain 

Ran-GTP：Ras-related nuclear protein-guanosine triphosphate  

RISC：RNA-induced gene silencing complex 

ROS：Reactive Oxygen Species 

RT-PCR：Reverse transcription-polymerase chain reaction  

TGF-α：Transforming growth factor-α  

Tfr：Transferrin receptor  

TRBP：HIV-1 TAR RNA-binding protein 

VEGF：Vescular endothelial growth factor 
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摘要 

MicroRNAs (miRNAs)為由 21～23 個核醣核酸所組成，不具轉譯意義的小片

段單股 RNA，能藉由 translational repression 或 mRNA cleavage 的方式抑制標的基

因的表現；它們被證實在人體內參與許多重要生理現象的調控，包括胚胎細胞的

發育、細胞的分化及腫瘤細胞的生成和增生等。過去許多的研究顯示，

microRNA-221/222 (miR-221/222)於多種腫瘤細胞中呈現大量表現的現象。因此，

本論文即以 miR-221/222 為目標；我們首先從 miRNA 資料庫中搜尋 miR-221/222

可能的標的基因，從其中我們篩選出了 HIF-1β 基因為可能的標的基因。HIF-1β

為組成 Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1)轉錄因子的其中一子單元，HIF-1 轉錄因

子在許多重要的細胞活動扮演重要的角色。 

為證實 HIF-1β是否確實受到 miR-221/222 的調控，我們以消化道系統癌細胞

株做為研究的細胞模型；我們於細胞株中轉殖 miR-221/222 mimic 或其 inhibitor，

接著以西方點墨法分析 HIF-1β 蛋白的表現；實驗的結果證實 HIF-1β 蛋白的表現

確可受到 miR-221/222 的抑制。而後我們建構載有正常或 miR-221/222 seed site 辨

識序列突變的 HIF-1β基因 3’-untranslated region (3’-UTR)片段的報導基因質體；

報導基因活性分析的實驗，證實 HIF-1β確為 miR-221/222 的標的基因。我們也以

即時同步定量RT-PCR分析HIF-1β蛋白表現受miR-221/222抑制的細胞，其HIF-1β 

transcript 的表現量，來探討 miR-221/222 對 HIF-1β表現的抑制是藉由 translational 

repression 或 mRNA cleavage 的方式。 

上述一系列的研究，顯示 miR-221/222 確實可調控 HIF-1β的表現；而這些初

步的研究成果，也顯現了調控 HIF-1 轉錄因子活性的一條可能的新路徑。由於

miR-221/222 在胰臟癌癌化過程中，呈現大量表現的情形；因此我們也進一步以

miRNA inhibitor 抑制胰臟癌細胞株的內生性 miR-221/222，並將之注射至裸鼠，

觀察 miR-221/222 對胰臟癌細胞增生的影響。但在兩種不同胰臟癌細胞株中我們

卻觀察到不同的結果，一為明顯的抑制腫瘤細胞的增生，另一卻為促進。此項研

究還需要未來更多的實驗進一步探討，但此兩種不同的結果皆已顯示miR-221/222

對胰臟癌細胞增生的顯著影響。 
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Abstract 
MicroRNAs (miRNAs) are non-coding, single-stranded RNAs of 21 ～ 23 

nucleotides in length, which suppress the expressions of target genes through 
translational repression or mRNA cleavage. MiRNAs involve in the regulations of 
many important cellular activities, including embryo development, cell differentiation, 
tumorigenesis, and tumor cell proliferation, etc.. Previous investigations have shown 
that the expressions of microRNA-221 and microRNA-222 (miR-221/222) 
significantly elevate in the oncogenetic processes of several cancers; thus we focus on 
miR-221/222 in the present investigation. First, we searched for the potential target 
genes of miR-221/222 in miRNA databanks. HIF-1β was selected for further 
investigation. HIF-1β is one of the two subunits that constitute HIF-1 
(hypoxia-inducible factor-1) transcription factor, which plays significant roles in many 
cellular activities. 

We employed gastrointestinal cancer cell lines as study models to investigate 
whether miR-221/222 regulate the expression of HIF-1β. MiR-221/222 mimics and 
specific inhibitors for miR-221/222 were transfected into the gastrointestinal cancer 
cells, and western blotting analyses for the expressions of HIF-1β were followed. The 
results demonstrated the inhibitory function of miR-221/222 on HIF-1β expression. In 
the successive experiments, the reporter plasmids bearing the 3’-untranslated region 
(3’-UTR) fragments, wild-type or miR-221/222-seed site mutated, of HIF-1β gene 
were constructed, and the results obtained from the reporter gene activity assays of the 
constructs suggested that HIF-1β gene is the target of miR-221/222. In addition, the 
expressions of HIF-1β transcript in the cell models were quantitatively analyzed 
through real-time RT-PCR to elucidate which mechanism, translational repression or 
mRNA cleavage, leading to the suppression of HIF-1β-protein expression by 
miR-221/222. 

Our investigations demonstrate that miR-221/222 can inhibit the expression of 
HIF-1β. This suggests a novel route through which the activity of HIF-1 transcription 
factor could be regulated. 

As the significant elevation of miR-221/222 expressions in pancreatic cancer has 
been well documented, we used miRNA inhibitors to neutralize the endogenous 
miR-221/222 in pancreatic cancer cell lines, and employed human-nude mice 
xenograft model to examine the effects of miR-221/222 on the tumor formation of 
pancreatic cancer cells. However, opposite results were observed from the experiments 
of two different cell lines, with significant inhibition of tumor formation observed in 
one cell line while promotion in the other. More studies are expected for further 
exploration on this subject; nonetheless, the two opposite results obtained from the two 
cell lines both demonstrate the significant role of miR-221/222 in pancreatic cancer.
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緒論 

一、 miR-221/222 的生成與生理意義  

1. miRNA 的生成 

在生物體內，miRNA 是指由 21～23 個核醣核酸所組成，不具轉譯意義的小

片段單股 RNA (Bartel, 2004) ，最早在 1990 年代於線蟲中被發現。miRNA 多位

於基因中 intron 的位置，大部分與基因共用同一啟動子 (promoter)，利用 RNA 

polymeraseII 或 RNA polymeraseIII 進行轉錄，少部分 miRNA 具有自身的啟動子，

能單獨進行轉錄 (Chen et al., 2004；Zeng, 2006)。與基因一同被轉錄出的 RNA 片

段經 splicing 後，被切割成 miRNA 的前驅物 pri-miRNA，若為單獨進行轉錄的

miRNA 則不會再經 splicing 的修飾 (Lee et al., 2002)。在人類細胞核內，Drosha 

(RNaseIII type endonuclease)與 DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCR8)

形成的 complex辨識pri-miRNA形成的 stem-loop結構的 stem部位(Zeng and Cullen, 

2003；Denli et al., 2004；Han et al., 2004；Landthalter et al., 2004)，將 pri-miRNA

切成由 65～75 個核醣核酸所組成的 pre-miRNA，此時仍保有 stem-loop 的結構。

Pre-miRNA與 tRNA結構相似，具有 3’ overhang形成minihelix結構 (Gwizdek et al., 

2001)，核膜上的轉運蛋白 Expotin5 (Exp5)能辨識 3’ overhang 結構(Gwizdek et al., 

2003)，以 ras-related nuclear protein-guanosine triphosphate (Ran-GTP)作為 cofactor

將 pre-miRNA 送出核外 (Yi et al., 2003；Lund et al., 2004)。 

Dicer-1 為 RNaseIII-like enzyme，位於細胞質中具有與 RNA 結合及剪切 RNA

的能力。送至細胞質的 pre-miRNA 會被 Dicer-1 與解螺旋酶、RNA 結合蛋白及其

他功能性蛋白所組成的 complex-Argonaute (Ago)切割 loop的結構 (Filipowicz et al, 

2005；MacRae et al., 2006；MacRae et al., 2007)，形成長度 21～23 個核醣核酸的

miRNA duplexes (Billi et al., 2001；Provost et al., 2002；Zhang et al., 2002)。人類細

胞中，Ago-miRNA duplexes組成的 complex會結合HIV-1 TAR RNA-binding protein 

(TRBP)及 interferon-inducible double stranded RNA dependent activator (PACT)形成
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RNA-induced gene silencing complex (RISC)，形成 RISC 後會中止 Dicer-1 的反應，

且進行最後的成熟miRNA selection及啟動成熟miRNA抑制標的基因 (target gene)

的功能 (Filipowicz, 2006；Lee et al., 2006)。 

成熟 miRNA selection 的機制至今仍不明。過去曾有文獻指出，成熟 miRNA 

selection 可能是藉由 RISC 中的解螺旋酶由 miRNA duplexes 兩端同時進行解螺

旋，5’端位於較易解開一端的 RNA 片段即為最終 mature form 的單股 miRNA 

(Khvorova et al., 2003；Schwarz et al., 2003)。此推測也解釋了為何成熟的 miRNA

於 5’端上常具有多個尿嘧啶 (Uridine)。 

2. miRNA 的功能 

在過去的文獻中指出，miRNA 能與標的基因所轉錄出的 mRNA 的 3’-UTR 

(3’-untranslated region)上特定序列配對，形成 miRNA-RNA duplexes (Ha et al., 

1996；Moss et al., 1997；Lai et al., 2002；Doench et al., 2004)。脊椎動物中 miRNA

與 RNA 配對時，miRNA 的 5’端前 8 mer 的吻合度被認為最為重要。其中，第 1

個核醣核酸多由腺嘌呤 (adenosine)構成，與標的序列 (target site)配對時可不須遵

守 Watson-Crick pair (Grimson et al., 2007)。第 2 至第 8 個核醣核酸稱為 seed site 

(Lai et al., 2005)，為主要的配對核心，決定 miRNA 能否調控標的基因。形成

miRNA-RNA duplexes 後，則進一步藉由 translational repression (Lewis, 2003；

Ambros, 2004；Sage et al., 2007)或 mRNA cleavage 抑制標的基因的表現。植物細

胞中的 miRNA 與標的基因大多為完全配對，走向 mRNA cleavage(Millar and 

Waterhouse, 2005)。動物細胞中大部分為部分配對，走向 translational repression，

唯有少部分 miRNA 與標的基因配對程度較高，或當中具有 AU-rich element (ARE)

序列的 mRNA，能走向類似植物細胞中 mRNA cleavage 的途徑 (Bagga et al., 

2005；Jing et al., 2005；Yekta et al., 2008)。 

3. miRNA-221/222 的生理意義 

在過去的研究中顯示，許多腫瘤的生成肇因於 p27kip1 的表現量降低 (Lloyd et 
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al., 1999；Blain et al., 2003)。p27kip1 為 cyclin-dependent kinase (CDK)/cyclin E 

complexes 的抑制蛋白，而 CDK/cyclin E 為控制細胞週期由 G1 phase 晚期進入 S 

phase的重要複合物。當細胞由G1 phase 晚期要進入S phase之前，須有CDK/cyclin 

E 啟動 S phase 所需的基因；但若在細胞週期的檢查點中，細胞被發現基因上有無

法修補的缺陷時，會啟動 p27kip1基因，抑制 CDK/cyclin E，將細胞週期阻檔在 S 

phase 之前，使得細胞無法繼續複製。而一旦 p27kip1 的表現量大減，會使得基因

有缺陷的細胞也能進行複製。在過去研究中雖然知道 p27kip1 表現降低會引發腫

瘤，但卻極少發現是由於 p27kip1基因自身的突變所造成，所以造成腫瘤生成的機

制一直不明。直到最近的文獻中顯示， p27kip1為 miR-221/222 的標的基因 (Sage et 

al., 2007)， 且同時在 thyroid papillary carcinoma (Pallante et al., 2006；Visone et al., 

2007)、pancreatic adenocarcinoma (Bloomston et al., 2007)、glioblastoma(Ciafre et al., 

2005) 及 prostate carcinoma (Galardi et al., 2007) 等多種腫瘤細胞中發現

miR-221/222 呈現大量表現，才瞭解造成 p27kip1 表現量減少引發腫瘤生成的主因。 

miR-221/222 除了造成腫瘤細胞的形成外，也對腫瘤細胞的生長速度有所影

響。過去有文獻報導指出，若抑制 thyroid papillary carcinoma 中的 miR-221，可以

使得腫瘤細胞增生速度顯著的降低 (Pallante et al., 2006)。 

miR-221/222 不僅在腫瘤生成扮演重要的角色，miR-221/222 的表現也會經抑

制 kit receptor 影響正常的紅血球及 erythroleukemic 細胞的生成 (Felli et al., 

2005)。同時，miR-221/222 也能經抑制 kit receptor，抑制血管增生 (angiogenesis)，

影響組織器官的發育 (Poliseno et al., 2006)。 

 

二、 HIF-1 的組成及生理意義 

1. HIF-1 的組成單元 

HIF (hypoxia-inducible factor)為調控 hypoxia-inducible基因表現的重要轉錄因

子 (transcription factor)，由 α 子單元 (HIF-α)及 β 子單元 (HIF-β)兩個子單元組
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成。過去的研究中發現，HIF 具有三種不同的異構物，分別為 HIF-1、HIF-2、HIF-3，

其表現具有組織特異性，且功能也不盡相同，其中以 HIF-1 的功能最為重要，也

最為常見 (Lee et al., 2004；Ke and Costa, 2006)。 

HIF-1 中，α 子單元主要由四個 domain 組成，由 N 端至 C 端分別為 basic 

helix-loop-helix (bHLH)、Per/ARNT/Sim (PAS)、N-terminal activation domain (NTAD)

及 C-terminal activation domain (CTAD)，其中 HIF-1α蛋白上第 401～603 胺基酸

之間的區域又稱為 Oxygen-dependent degradation domain (ODDD)，為調控 HIF-1α

蛋白穩定性的重要區域。HIF-1β主要由兩個 domain 組成，由 N 端至 C 端分別為

bHLH 及 PAS (Huang et al., 1998 ；Willian and Kaelin, 2005)。HIF-1α與 HIF-1β利

用 PAS domain 作結合 (Yang et al., 2005)，結合而成的 HIF-1 能以 bHLH 結合在

DNA 的 HRE (hypoxia response element)上，調控基因的表現。HIF-1 主要的轉錄

調控活性位於 HIF-1α的 CTAD 上，CTAD 能與 coactivator p300/CBP 結合，HIF-1

與 p300/CBP 結合後才具有轉錄因子的活性(Kung et al., 2000)。 

2. HIF-1 的調控 

組成 HIF-1 的 HIF-1α及 HIF-1β在細胞中均處於持續表現的狀態，但 HIF-1α

的轉錄調控活性及蛋白穩定性會受到氧分壓的影響，唯有細胞處在低氧狀態下 

(hypoxia 狀態，氧分壓 0.5%～5%)，HIF-1α才能與 HIF-1β組成完整並且具有功能

性的 HIF-1 (Jiang et al., 1996)。當處於低氧狀態下，HIF-1α蛋白能經由 p42/p43 

mitogen-activated protein kinase (MAPK)於 Thr796 上作磷酸化 (phosphorylation)修

飾，經磷酸化修飾的 HIF-1α與 HIF-1β有較好的結合力，與 HIF-1β組合成完整的

HIF-1 (Hur et al., 2001；Gradin et al., 2002)。 

若處於正常氧分壓狀態下 (nomoxia 狀態，氧分壓 6%~21%)，HIF-1α蛋白上

的 Asn803 (於 CTAD 上)會最先被 factor inhibit HIF-1 (FIH-1)以氧分子為基質作氫

氧化 (hydroxylation)修飾，氫氧化修飾後的 CTAD domain 會失去與 p300/CBP 結

合的能力，使得 HIF-1 失去轉錄因子的活性 (Lando et al., 2002)。隨著氧分壓的上
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升，HIF-1α 蛋白上的 Pro402 和 Pro564 及 Lys532 會接著被 prolyl hydroxylation 

domain (PHD)和 arrest-defective-1 (ARD-1)分別作氫氧化與乙醯基化(acetylation)

修飾。經修飾之後的 HIF-1α 能與 VHL(von Hippel-Lindau)蛋白結合(Jeong et al., 

2002；Willian and Kaelin, 2005；Ke and Costa, 2006)。VHL 蛋白為 E3 ligase family

的一員，VHL 與 HIF-1α結合後，會對 HIF-1α作 polyubiquitination 的修飾，而被

polyubiquitination 的 HIF-1α 會很快的經 proteosome-dependent 的降解途徑被降

解，此反應於細胞中十分的快速，於氧分壓～20%的正常氧分壓狀態下，HIF-1α

的半衰期僅約 5 分鐘 (Cockman et al., 2000；Tanimoto et al., 2000；Masson et al., 

2001)。 

相較於 HIF-1α，HIF-1β則十分的穩定，不受氧分壓的調控，且表現量十分高。 

3. HIF-1 的功能及生理意義 

HIF-1 為生物體內重要的轉錄因子，它藉由辨識基因上的 HRE 序列 (5’ 

-RCGTG- 3’)活化 hypoxia-inducible 基因。最早被發現受 HIF-1 調控的基因為 EPO 

(erythropoietin)基因。EPO 為促進紅血球增生的重要因子。過去利用各種細胞模型

的研究結果顯示，若當人體組織器官處於低氧狀態下時，EPO 會受到 HIF-1 的調

控，表現大量的 EPO 蛋白，促進紅血球的增生，增加人體內能攜帶的氧氣總量 

(Semenza et al., 1991)。而為了因應大量的紅血球增生，HIF-1 也會調控 transferrin 

receptor (Tfr)基因，表現大量的 Tfr，將與鐵離子結合的固鐵蛋白送入細胞內，提

高細胞吸收鐵離子的能力，以得到足夠的鐵離子來生成紅血球所需的血紅蛋白 

(Generale et al., 1999；Lok and Ponka, 1999)。除此之外，VEGF (Vescular endothelial 

growth factor)基因上也具有 HRE (Forsythe et al., 1996) ，在低氧狀態下也同樣會

受到 HIF-1 的調控。VEGF 為促進血管增生的重要因子，在低氧狀態下，HIF-1

能刺激 VEGF 大量表現，誘使血管增生，以增加氧氣的輸送率。 

HIF-1 除了引發紅血球生成與血管增生外，HIF-1 對於腫瘤細胞存活、增生及

轉移也有著密不可分的關係。過去的研究報告中指出，腫瘤細胞中的 core tumor
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經常處於低氧環境下，呼吸作用的電子傳遞鏈會因無法得到足夠的氧作為電子接

受者，造成 Reactive Oxygen Species (ROS)產物累積，為了避免過多 ROS 產物累

積誘發死亡，腫瘤細胞中的 HIF-1 會促進 MXI-1 蛋白表現，藉由 MXI-1 蛋白抑制

粒線體的生成，降低呼吸作用。正常細胞中，MYC 與 MAX 形成的 complex 能

促進粒線體的生成。而腫瘤細胞能藉由大量表現 HIF-1 與 MAX 競爭 MYC 的方

式，抑制粒線體的生成 (Zhang et al., 2007；Dang et al., 2008)。為了因應呼吸作用

的降低，腫瘤細胞中的 HIF-1/MYC complex 會調控醣解代謝 (glycolysis)的酵素

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)大量表現 (Lu et al., 2002)，加

速醣解代謝。除了大量表現醣解代謝的酵素外，HIF-1 也會造成細胞的 glucose 

transporter-1 (GLUT1)大量表現，使腫瘤細胞能得到更多的醣進行代謝 (Chen et al., 

2001)。而為了避免醣解代謝的最終產物 pyruvate 進入三羧酸循環走向呼吸作用，

HIF-1 也會誘導 pyruvate dehydrogenase kinase-1 (PDK-1)及 lactate dehydrogenase A 

(LDHA)的大量表現，抑制 pyruvate dehydrogenase (PDH)，使 pyruvate 走向乳酸發

酵的途徑，將主要產能途徑由呼吸作用轉換成無氧醣解作用，使腫瘤細胞得以在

低氧環境下存活，也藉此淘汰無法於低氧環境下生存的腫瘤細胞 (Semenza et al., 

1996；Kim et al., 2006；Semenza, 2007)。 

腫瘤細胞中亦能藉由 HIF-1 誘導 VEGF 的表現，刺激血管增生，提供腫瘤細

胞轉移的通道。HIF-1 也能誘導協助腫瘤細胞轉移時分解基底層 (basement 

membrane)及做貼附動作所需的蛋白大量表現，使腫瘤細胞轉移至其他位置

(Krishnamachary et al., 2003；Büchler et al., 2004；Postovite et al., 2008)。另外，HIF-1

與 insulin-like growth factor 2 (IGF-2)、transforming growth factor-α (TGF-α)在腫瘤

細胞中，亦被證明存在著正向的相互調控關係，能促進腫瘤細胞的增生 (Feldser et 

al., 1999；Semeza, 2003)。若將 HIF-1α突變的癌細胞株注射至裸鼠，腫瘤生長的

速度比具正常 HIF-1α 的癌細胞株降低許多 (Maxwell et al., 1997；Zhang et al., 

1997)。 
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HIF-1 除了能調控生長因子 (growth factor)，加速腫瘤細胞的增生外，也能藉

由調控細胞凋亡因子，調控腫瘤細胞的死亡。在某些腫瘤細胞中，proapoptotic    

蛋白 Bcl-2/adenovirus EIB 19-kDa interacting protein 3 (BNip3)呈現大量表現

(Sowter et al., 2001)；而 BNip3 基因的啟動子上也被證實具有 HRE，能在低氧狀態

下受到 HIF-1 調控，控制腫瘤細胞凋亡 (Bruiclk, 2003)。如前段所述，許多腫瘤

細胞擁有在缺氧狀態下誘發腫瘤細胞死亡的調控機制，而留有此機制的目的被推

測可能是藉此淘汰無法於缺氧環境下生存的腫瘤細胞，但能在缺氧環境下生存腫

瘤細胞如何抵抗此調控機制而生存下去，至今仍不明。 

 

三、 研究構想與目的 

在腫瘤細胞中，miR-221/222 與 HIF-1 均扮演著極重要的角色，特別是在腫

瘤細胞的生成與增生。我們於預測 miRNA 標的基因的資料庫中發現，HIF-1 中

HIF-1β子單元為 miR-221/222 的可能標的基因。於此，我們利用消化道系統的癌

細胞株作為細胞模型，探討在腫瘤細胞中miR-221/222對HIF-1β基因表現的影響。 
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實驗材料與方法 

一、細胞培養 

人類大腸直腸癌細胞株 HCT116、人類胰臟癌細胞株 MIAPaCa-2、人類腎臟

癌細胞株 HEK293T 及非洲綠猴腎臟癌細胞株 COS-7，培養於含 10% FBS (fetal 

bovine serum，GIBCO)、50 unit/mL penicillin (GIBCO) 及 50 µg/mL streptomycin 

(GIBCO)的 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium，GIBCO)培養液中，置於

含有 5% CO2 的 37℃恆溫培養箱中培養。HCT116 及 HEK293T 細胞以 8.5×104/mL

的細胞濃度做繼代培養；MIAPaCa-2 及 COS-7 細胞以 1×105/mL 的細胞濃度做繼

代培養。 

人類胃癌細胞株 MKN45 及人類胰臟癌細胞株 ASPC-1 培養於含 10% FBS、

50 unit/mL penicillin 及 50 µg/mL streptomycin 的 RPMI1640 (GIBCO)培養液中。

以 1×105/mL 的細胞濃度做繼代培養。 

 

二、細胞蛋白萃取與西方點墨法 (Western blot)分析 

將細胞由液態氮中取出，置於 37℃水浴槽中解凍，於解凍後加入適量的培養

液，離心移去培養液，加入適量體積的 1×PBS 做 wash，離心移去 PBS，收取沉

澱的細胞。加入適量的 M-PER (Mammalian protein extraction reagent，Promega)溶

液至所收取的細胞中，冰上作用 5 分鐘裂解細胞，於 4℃下以 KUBOTA 3700 離

心機以 14000×g 離心 3 分鐘，離心後收取 cell lysate，以 BIO-RAD Protein Assays

套組 (BIO-RAD)作蛋白質定量，定量流程參考 BIO-RAD 實驗手冊。 

取含 12 µg 蛋白質的 cell lysate 以 10% SDS-PAGE 做蛋白分離。將於

SDS-PAGE 分離好的蛋白以 iBlot™ Transfer Stack (Invitrogen)轉印至 nitrocellulose 

膜上。西方點墨法流程參照 Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al, 

1996)。西方點墨法所用的 blocking reagent 為 5% 脫脂奶粉 (BD Biosciences)；一

級抗體為 mouse anti-human HIF-1β (1：3000 稀釋，BD Biosciences)、mouse 
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anti-human α-tubulin (1：9000 稀釋，Abcam)；二級抗體為 goat anti-mouse IgG-HRP 

(1：10000 稀釋，Abcame)。以 Western LightingTM Chemiluminescence Reagent Plus 

Enhanced luminol 試劑(PermkinElmer)做冷光呈色。由於 HIF-1β與 α-tubulin 的蛋

白大小有明顯差異，我們於實驗中將膜裁開，分別做抗體結合反應及冷光呈色。 

 

三、小片段 RNA 萃取及 miRNA 同步定量 RT-PCR 

細胞中小片段 RNA 以 mirVanaTM PARISTM套組 (Ambion)萃取，實驗流程參

照 Ambion 實驗手冊。接續利用 TaqMan○R  MicroRNA Reverse transcription kit 

(Applied Biosystems)配合 TaqMan○R  Human MicroRNA Assays 套組 (Applied 

Biosystems)中 hsa-miR-221、hsa-miR-222 及 hsa-U6 RNA 的專一性引子，將小片

段 RNA 合成 cDNA。Reverse transcription 的條件為 16℃ 30 分鐘、42℃ 30 分鐘、

85℃ 5 分鐘，4℃中止反應。以合成好的 cDNA 當作模板，分別利用 TaqMan○R  

Human MicroRNA Assays 套組中 hsa-miR-221、hsa-miR-222 及 hsa-U6 RNA 的專

一性探針配合 TaqMan○R  Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)，以

GenAmp 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems)進行同步定量 PCR

分析。 

 

四、轉殖 miRNA mimic 及 miRNA inhibitor 

轉殖前 24 小時將細胞以約五分滿培養於 12 well plate (HCT116 為

6.5×104/mL；MKN45 為 8×104/mL；MIAPaCa-2 為 8×104/mL；ASPC-1 為

1×105/mL)，每個 well 含細胞培養液 1mL。由於轉殖 miR-221 inhibitor、miR-222 

inhibitor 及 scramble-miR 的轉殖試劑細胞毒性較強，若需同時轉殖 miRNA mimic

與 miRNA inhibitor 時，我們優先轉殖 miRNA inhibitor。 

MiRNA inhibitor 為來自 Exiqon 公司的 miRCURYTM LNA Knockdown 

probes，具有能與 miRNA 互補的的互補序列。將 miR-221 inhibitor、miR-222 
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inhibitor 或 scramble-miR 以 LipofectaminTM Transfection Reagent (Invitrogen)搭配

PlusTM Reagent (Invitrogen)轉殖至已貼附完成的細胞，轉殖濃度為 100 nM，作用

體積 400 µL，作用時間為 5 個小時。作用 5 個小時之後移去細胞培養液，以適量

的細胞培養液清洗細胞表面一次，接著以 DharmaFECT○R  Transfection Reagent 2 

(Dharmacon) 轉 殖 miR-221 mimic 、 miR-222 mimic 或 random oligomer 

(Dharmacon)，轉殖濃度為 100 nM，作用體積 1 mL。於轉殖 72 個小時後收取細

胞。(轉殖時間於附圖 1A) 

 

五、構築報導質體與 Luciferase-Reporter Assay 

1. 構築報導質體 pGL3-control HIF-1β 3’-UTR 

以 HCT116 細胞 cDNA 做為模板， HIF-1β 3’-UTR 的專一性引子

ARNTf1-XbaI、ARNTr1-XbaI (表 1)，放大 HIF-1β 3’-UTR 上＋1 bp 至＋2300 bp

片段 (以 stop codon TAG 之後的第一個位置為+1)。PCR 條件為 95℃ 5 分鐘，94℃ 

45 秒、54℃ 30 秒、72℃ 2 分 30 秒（42 cycle），於 4℃中止反應。此 PCR 反應可

得到 2.3 kb 的 HIF-1β 3’-UTR 片段。利用 Xba-I (Promega)限制酶對此片段與報導

質體 pGL3-control (Promega，附圖 2)做剪切，為了避免連接時報導質體發生自體

接合，我們以 CIP (calf intestinal alkaline phosphatase，BioLab)對切開的報導質體

做去磷酸化，之後再將質體及放大的片段混合在一起，於 16℃以 T4 DNA Ligase 

(Promega)做連接，構築成 pGL3-control HIF-1β 3’-UTR (pH3U)。 

2. 構築 seed site 突變的報導質體 pGL3-control HIF-1β 3’-UTR mutant 

為構築具有 miRNA seed site 所辨識序列突變的 HIF-1β 3’-UTR 報導質體，我

們以 MegaPrimer PCR 的方式放大此片段。我們以構築好的 pH3U 當做模板，利

用 HIF-1β 3’-UTR 的專一性引子 ARNTf4-mut (具突變序列，表 1)及 ARNTr1-XbaI

放大 HIF-1β 3’-UTR 上＋1868 bp 至＋2300 bp 片段。PCR 條件為 95℃ 5 分鐘，94℃ 

30 秒、54℃ 30 秒、72℃ 35 秒（40 cycle），於 4℃中止反應。此 PCR 反應可得到
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442 bp 的第一次 PCR 產物。接續利用 HIF-1β 3’-UTR 的專一性引子 ARNTf1-XbaI

與稀釋 100 倍的第一次 PCR 產物當作第二次 PCR 的引子，放大 HIF-1β 3’-UTR

上＋1 bp 至＋2300 bp 片段，PCR 條件為 95℃ 5 分鐘，94℃ 45 秒、54℃ 45 秒、

72℃ 2 分 20 秒（45 cycle），於 4℃中止反應。利用 Xba-I 限制脢切點將插入子與

報導質體連接，構築成質體 pGL3-control HIF-1β 3’-UTR mutant (pH3UM)。 

3. Luciferase-Reporter Assay 

轉殖前 24 小時將 COS-7 細胞株以細胞濃度 8×104/mL～9×104/mL 培養於 12 

well plate，每個well含細胞培養液1 mL。以LipofectaminTM Transfection Reagent 搭

配 PlusTM Reagent，同時轉殖報導質體 (0.5 µg)與做為 internal control 的 PCH110

質體 (0.2 µg)至已貼附完成的細胞，作用體積 400 µL，作用時間為 5 個小時，於

5 個小時後加入細胞培養液至 1 mL。於轉殖報導質體後 24 個小時，轉殖 miRNA 

mimic 及 miRNA inhibitor。(轉殖時間於附圖 1B) 

轉殖 miRNA mimic 及 miRNA inhibitor 的 48 個小時後收取細胞。加入 180 µL

的 Glo 1×Lysis buffer (Promega)至所收取的細胞中，室溫下作用 5 分鐘裂解細胞。

於 4℃下以 KUBOTA 3700 離心機以 14000×g 離心 5 分鐘，收取 cell lysate 置於冰

上。取 100 µL 的 cell lysate 至 96 well 黑色 ELISA plate，加入等體積的 BrightGloTM 

Luciferase System (Promega)溶液，避光作用 5 min，利用 luminometer 以 560 nm

的波長偵測，分析細胞所表現的 Luciferase 活性。偵測由 PCH110 質體所表現的

β-galactosidase 活性，則取 50 µL cell lysate 至 96 well 白色 ELISA plate，加入等體

積的 β-galactosidase 2×Assay Buffer (Promega)，於 37℃下作用呈色，待所有的 well

中均呈現肉眼可辨識的黃色，即利用 ELISA reader 以 405 nm 波長偵測，分析

β-galactosidase 的活性。 

 

六、RNA 萃取及同步定量 RT-PCR 分析 

細胞中的 RNA 以 QIAamp○R  RNA Blood Mini Kits (QIAGEN)萃取 ，實驗流
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程參照 QIAGEN 實驗手冊。將 2 µg RNA 以 oligo(dT)20 做為引子，利用

High-Capacity cDNA Reverse transcription kits (Applied Biosystems)合成 cDNA，

Reverse transcription 條件為 25℃ 10 分鐘，37℃ 120 分鐘，85℃ 5 秒，於 4℃中止

反應。 

將構築好具有 HIF-1β及 GAPDH 基因片段的質體做一系列不同濃度的稀釋，

分別以 TaqMan○R  Gene Expression Assays (Applied Biosystems) 中 HIF-1β 

(Hs01121912_m1，Applied Biosystems)及 GAPDH (Hs99999905_m1，Applied 

Biosystems) 的專一性探針進行同步定量 PCR，所得實驗數據做為標準曲線。稀

釋已合成好的細胞 cDNA，以同樣的探針進行同步定量 PCR，以先前已做好的標

準曲線回算濃度。 

 

七、腫瘤增生實驗 

我們將注射轉殖 miR-221 inhibitor 和 miR-222 inhibitor 或 scramble-miR 的癌

胞株至裸鼠，檢視 miR-221 及 miR-222 對腫瘤細胞增生的影響。轉殖前 24 小時

將細胞培養於 175T flask (MIAPaCa-2 為 1×105/mL；ASPC-1 為 1.5×105/mL)，每

個 flask 含細胞培養液 30 mL。將 miR-221 inhibitor 和 miR-222 inhibitor 或

scramble-miR 轉殖至貼附好的細胞，轉殖濃度為 100 nM，作用體積 13 mL，作用

時間為 5 個小時，5 個小時後加入細胞培養液至 30 mL，於轉殖後 36 個小時收取

細胞。收取細胞前 2 個小時移去細胞培養液，以 1×PBS 清洗細胞表面兩次，加入

30 mL 細胞培養液，培養 2 個小時後，收取細胞。將收下的細胞懸浮於 1×PBS 中

(MIAPaCa-2 為 2.5×107/mL；ASPC-1 為 5×107/mL，細胞濃度為經實驗測試，經

注射細胞後，能於裸鼠皮下形成腫瘤的細胞濃度)，以200 µL為一劑注射至裸鼠(來

自國家實驗研究院動物實驗中心)後肢。於注射後每週拍照觀察。 
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結果 

一、miR-221/222 可能標的基因的預測 

在過去的文獻報告中顯示，miR-221 及 miR-222 在許多腫瘤細胞，如 thyroid 

papillary carcinoma、pancreatic adenocacinoma 及 glioblastoma 呈現大量表現的情

形，且這兩種 miRNA 對腫瘤細胞的增生似乎扮演著重要的角色。我們利用 miRNA

資料庫 miRBase (Griffiths et al., 2006, microrna.sanger.ac.uk)，得知人類的 miR-221

和 miR-222 為同一 clustered member，座落於 X 染色體的 45490529 bp 至 45491417 

bp 之間，兩個 miRNA 座落的位置相距 727 bp。在 miRBase 中我們也得到 miR-221

及 miR-222 的 secondary structure 及 pre-miRNA 的 stem-loop 結構，及得知成熟的

miR-221 和 miR-222 分別為 23 及 21 個核醣核酸所組成。 

我們接著利用預測 miRNA 標的基因的資料庫 TargetScan (targetscan. org)、

PicTar-Vert (pictar.bio.nyu.edu)及 miRNA Viewer (cbio.mskcc.org/mirn aviewer)，所

提供 seed site match (Lewis et al., 2003)及運算後所得到的自由能、分數及可能性來

判斷 miR-221 及 miR-222 的可能標的基因。其中，我們篩選出了 HIF-1β 基因。

此基因於 3’-UTR 上＋1868 bp 至＋1890 bp 之間，被預測為 miR-221 及 miR-222

可能的標的位置，其序列與 miR-221 及 miR-222 的 seed site 配對有 8 mer 吻合，

且此序列在多種物種中具有高度的保留性，同時也符合了 conserved seed site 

match 多由 adenocine flanking 的條件 (Lewis et al., 2003)。配對的自由能約為－20~

－25 Kcal/mol，屬於穩定配對，也符合 miRNA-RNA duplexes 的自由能需低於－

20 Kcal/mol；conserved site 配對自由能需低於－10 Kcal/mol 的條件 (Watanabe et 

al., 2006)。除此之外，HIF-1β在 PicTar-Vert 資料庫被預測為 miR-221 和 miR-222

標的基因的可能性大於 80% (圖 1A)。由於 HIF-1β與 HIF-1α組成的 HIF-1 轉錄因

子對腫瘤細胞的形成、生存及轉移也具有相當重要的意義。後續我們將以各種實

驗探討 HIF-1β是否確實為 miR-221 及 miR-222 的標的基因。 
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二、分析 HIF-1β蛋白質及 miR-221 在消化道癌細胞株中的表現 

為了探討在腫瘤細胞中的 HIF-1β 蛋白的表現是否受到 miR-221 及 miR-222

的調控，我們利用西方點墨法分析 HIF-1β 蛋白的表現及同步定量 RT-PCR 分析

miR-221 的表現量，共檢視消化道系統中的胃癌、胰臟癌、大腸直腸癌三大類 11

種不同的癌細胞株 (表 2)，希望從中挑選出適合的細胞株當作後續實驗的細胞模

型。 

1. 利用西方點墨法分析 HIF-1β的表現量 

我們分別萃取這 11 種細胞株細胞中的蛋白質，以西方點墨法進行分析，比較

HIF-1β的表現 (圖 2A)。其中大腸癌細胞株 C2BBel 及胃癌細胞株 MKN45，HIF-1β

的相對表現量較高，大腸癌的 SW1417 及 SW48 和胃癌的 KATOIII 三細胞株屬於

相對表現量較低的，其他細胞株的表現量則介於兩者之間。 

2. 利用同步定量 RT-PCR 分析內生性 (endogenous) miR-221 的表現量 

我們分別將這 11 種細胞株利用 mirVanaTM PARISTM 套組萃取細胞中小片段

RNA，將這些小片段 RNA 利用 TaqMan○R  Human MicroRNA Assays 套組的

miR-221 專一性引子合成 cDNA，再以同步定量 PCR 作定量分析。實驗結果以

MKN45 細胞的內生性 miR-221 表現量當作基準值，其餘細胞相對於 MKN45 細胞

的 miR-221 表現量顯示於圖 2B。由於 miR-221 及 miR-222 為同一基因座成員，

且為使用同一起動子做轉錄，被認為是 polycistronic 基因，因此我們僅分析其中

的 miR-221 的表現情形。 

由於後續的實驗中，我們計劃外加入 miRNA mimic，了解 miR-221 及 miR-222

能否抑制 HIF-1β表現；為了此目的，我們根據西方點墨法及同步定量 RT-PCR 的

結果選擇了 HCT116 及 MKN45 這兩種分別屬大腸癌及胃癌的細胞株，主要原因

是此兩種細胞株內生性 miR-221 屬於相對表現量較低，且於我們過去的實驗經驗

認為此兩種細胞株有較好的轉殖效率 (圖 2B)，在我們轉殖 miRNA mimic 時可能

可以觀察到比較顯著的影響力；此外，此兩個細胞株的 HIF-1β的表現量，其中一
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個為表現量較高，另一個為中等 (圖 2A)。選用 HIF-1β表現量不同的兩種細胞株，

是為了避免表現量高的細胞株在實驗結果中可能造成不易觀察的情形。我們將以

這兩種細胞株當作細胞模型進行後續的研究。 

 

三、miR-221 及 miR-222 對 HIF-1β蛋白表現的影響 

為了驗證 miR-221 及 miR-222 在細胞中能否調控 HIF-1β 的表現，我們轉殖

miR-221/222 mimic 及 miR-221/222 inhibitor 至細胞株中，觀察 HIF-1β表現所受的

影響 。 

1. 轉殖 miR-221 mimic 及 miR-222 mimic 抑制 HIF-1β表現 

在 HCT116 及 MKN45 細胞中轉殖 miR-221 mimic 及 miR-222 mimic 後，以

西方點墨法比較的結果顯示，相對於只轉殖了 random oligomer 的控制組細胞，轉

殖 miR-221 mimic 及 miR-222 mimic 的細胞，HIF-1β的表現量皆有顯著的下降 (圖

3)，其中又以 HCT116 細胞的反應較為顯著。根據此結果，我們可以判斷 miR-221

及 miR-222 的確可能抑制 HIF-1β的表現。 

2. 轉殖 miR-221 inhibitor 及 miR-222 inhibitor 回復 HIF-1β表現 

為了進一步確認 HIF-1β 的表現量下降的確是受到轉殖 miR-221 mimic 及

miR-222 mimic 所造成的影響，我們轉殖與其相對應的 miRNA inhibitor。 

我們將 miR-221 inhibitor、miR-222 inhibitor 及 scramble-miR (做為 negative 

control)轉殖入 HCT116 細胞、MIAPaCa-2 細胞及 ASPC-1 細胞中，再轉殖入與之

相對應的 miRNA mimic，之後收取細胞以西方點墨法作定量分析。實驗的結果中

可以觀察到，有轉殖相對應 miRNA inhibitor 的細胞相較於只轉殖 scramble-miR

的細胞，HIF-1β 的表現量呈現回復的現象 (圖 4)，此結果證實一但我們抑制了

miRNA mimic 的效果，HIF-1β的表現將不再受抑制。 

我們也同時轉殖 miR-221 inhibitor 及 miR-222 inhibitor，企圖抑制內生性的

miR-221 及 miR-222；將此種處理的細胞和只轉殖了 scramble-miR 的細胞做比較，
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前者的 HIF-1β表現量也呈現微幅上升 (圖 4)。 

上述實驗的結果顯示，當我們轉殖了 miR-221 mimic 及 miR-222 mimic

至癌細胞株時，可以抑制 HIF-1β的表現；若我們同時以 miRNA inhibitor 及

miRNA mimic 處理細胞的話，原本抑制 HIF-1β的 miRNA mimic 的抑制能力

會被相對應的 miRNA inhibitor 消除。但是在 MIAPaCa-2 細胞中，同時轉殖

miR-221 mimic 及 miR-221 inhibitor 時，我們並未觀察到 HIF-1β表現量的回

復，但在另一組轉殖 miR-222 mimic 及 miR-222 inhibitor 的實驗中，HIF-1β

表現量確實呈現大幅回復 (圖 4B)。於此實驗中我們並無法得知轉殖 miR-221 

inhibitor 沒有使 HIF-1β表現量回復的原因為何。由此細胞模型的研究結果我

們可以判斷，HIF-1β的表現量的確可能會受到 miR-221 及 miR-222 的調控，

但是否為專一性調控，以及是經由直接或間接調控，還需後續實驗的證明。 

 

四、miR-221 及 miR-222 調控 HIF-1β基因表現的專一性探討 

接續我們構築帶有 HIF-1β 基因 3’-UTR 序列的報導質體，以 Luciferase

報導基因的表現量來確認 miR-221 及 miR-222 對標的基因的專一性調控。 

1. 以Luciferase報導基因驗證HIF-1β 3’-UTR上具有miR-221/222的標的序

列 

如實驗材料與方法中所述，我們利用 PCR 的方式，放大 HIF-1β 的 

3’-UTR 上＋1 bp 至＋2300 bp 片段 (包含資料庫所預測的標的位置)，以 Xba-I

限制脢切點將此片段接到報導質體 pGL3-control 中 Luciferase 報導基因下

游，構築成 pGL3-HIF-1β 3’-UTR (pH3U)。將質體 pH3U 與 miR-221/222 mimic

或 random oligmer 同時轉殖入 COS-7 細胞，以 Bright-GloTM Luciferase Assay 

System 進行 Luciferase 活性分析，觀察 miR-221 及 miR-222 對報導基因表現

的影響。由實驗結果顯示，轉殖 miR-221/222 mimic 的 COS-7 細胞，相較於

轉殖 random oligomer 的對照組細胞，所測得的 Luciferase 活性有顯著的下
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降，其中又以 miR-221 造成的影響較為顯著，Luciferase 的活性減少了約 50% 

(圖 5A)，而 miR-222 造成 Luciferase 活性下降約 40% (圖 5B)。同樣的，為了

確認 Luciferase 的活性下降是受到轉殖 miR-221/222 mimic 的影響所造成，

我們也同時轉殖與之相對應的 miR-221/222 inhibitor，觀察能否回復

Luciferase 的活性。結果顯示，一但同時轉殖與之相對應的 inhibitor 到 COS-7

細胞中，Luciferase 活性呈現回復的情形。轉殖 miR-221 inhibitor 的細胞，

Luciferase 活性回復到與控制組細胞近乎相同 (圖 5A)，而轉殖 miR-222 

inhibitor 的細胞，Luciferase 活性回復到了約控制組的 90% (圖 5B)。 

由於 COS-7 細胞本身並無表現 Luciferase 基因，應不存在能調控

Luciferase 蛋白表現及活性的調控機制，因此會影響 pH3U 質體所表現出的

Luciferase 活性的因素，僅有實驗中所轉殖的 miR-221/222 mimic 及

miR-221/222 inhibitor。而在本來不會受到 miR-221 及 miR-222 調控的

Luciferase 基因下游接上 HIF-1β 3’-UTR，即能使 Luciferase 的表現受到

miR-221 mimic及miR-222 mimic的抑制；若以miRNA inhibitor抑制了miRNA 

mimic 的抑制能力，Luciferase 的活性呈現回復的情形 (圖 5)。根據上述實驗

結果可以判斷，miR-221 及 miR-222 確實可以作用於 HIF-1β 3’-UTR 序列之

上，而抑制其上游所轉譯的蛋白表現。 

2. 突變標的序列使報導基因不受 miR-221/222 調控 

MiRNA 被認為會與標的序列形成 miRNA-RNA duplexes，而在預測

miRNA 標的基因的資料庫中也指出，HIF-1β 基因上可能為 miR-221 及

miR-222 的標的序列座落於 3’-UTR 上＋1869 bp 至＋1890 bp 之間。過去的文

獻顯示，脊椎動物中 miRNA 與標的序列配對時，seed site 的配對最為重要，

改變 seed site 的辨識序列將使 miRNA 無法調控標的基因。為了確認 HIF-1β 

3’-UTR 上＋1869 bp 至＋1890 bp 間的序列是否為 miR-221/222 的標的，我

們利用 PCR 的方式對 seed site 的辨識序列進行突變 (圖 6A)。同樣的，利用
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Xba-1 限制脢切點將 seed site 辨識序列突變後的 HIF-1β 3’-UTR 接至報導質

體 pGL-3-control Luciferase 報導基因下游，構築成 pGL3-HIF-1β 3’-UTR 

mutant (pH3UM)。分別將 pH3U 及 pH3UM 同時與 miR-221 mimic 轉殖到

COS-7 細胞中，觀察 miR-221 mimic 對兩種報導基因的影響。於實驗結果顯

示，當 seed site 的辨識序列突變後，於轉殖 miR-221 mimic 及轉殖 random 

oligomer 的細胞中所測得的 Luciferase 活性並無改變。而在 wild-type 中，轉

殖了 miR-221 mimic 的細胞相較於轉殖了 random oligomer 的控制組細胞，

Luciferase 表現的活性明顯下降 (圖 6B)。 

根據實驗結果，於資料庫中所預測的可能標的序列上的 miRNA seed site

的辨識序列進行突變後，miR-221 即失去了能調控報導基因的能力，由此實

驗結果顯示，此段序列應為標的基因 3’-UTR 上 miR-221 的標的位置，在

miR-221 調控標的基因扮演著重要的角色。 

 

五、miR-221/222 抑制 HIF-1β表現的機制探討 

MiRNA能經由 translational repression或mRNA cleavage抑制標的基因的

表現。在動物細胞中，miRNA 抑制標的基因的途徑大多為 translational 

repression，植物細胞則大多經由 mRNA cleavage。我們以同步定量 RT-PCR

及西方點墨法驗證 miR-221/222 抑制 HIF-1β的表現是經由哪一條路徑進行。 

將轉殖 random oligomer、miR-221 mimic 及 miR-222 mimic 的 HCT116

細胞收下後各分成兩部分，一部分以西方點墨法分析 HIF-1β蛋白表現量，另

外一部分以 TaqMan○R  Gene Expression Assays 套組進行同步定量 RT-PCR，

分析 HIF-1β transcript 的表現情形。由實驗結果觀察到，轉殖 miR-221 mimic

及 miR-222 mimic 的細胞相較於轉殖 random oligomer 的控制組細胞，HIF-1β 

mRNA transcript 與其蛋白產物均受到了抑制。 

在過去的研究中，動物細胞中的 miRNA 大多被認為是藉由 translational 
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repression 的途徑抑制標的基因的表現，僅極少數例子為藉由 mRNA cleavage

的途徑，於此結果，我們很明確的確定 miR-221/222 是藉由哪一途徑抑制

HIF-1β的表現，此實驗還須往後的實驗做進一步的確認。 

 

六、miR-221/222 對胰臟癌細胞增生的影響 

在過去的文獻指出，miR-221/222 在胰臟癌癌化過程中呈現大量表現的

情形。為進一步研究 miR-221/222 對胰臟癌細胞的增生是否具有影響，我們

利用 miR-221/222 inhibitor 抑制癌細胞株的內生性 miR-221/222，將癌細胞株

注射到裸鼠，觀察腫瘤的生長情形。 

1. 抑制內生性 miR-221/222 

我們首先轉殖 miR-221/222 inhibitor 至 MIAPaCa-2 及 ASPC-1 胰臟癌細

胞中，收取細胞後，萃取細胞內的小片段 RNA，以同步定量 RT-PCR 分析內

生性 miR-221/222 的表現情形。 

於實驗結果顯示，當轉殖 miR-221/222 inhibitor 至細胞株中，可以極有

效的抑制細胞中內生性的 miR-221/222，抑制效果達 90% (圖 8)。當轉殖的

inhibitor 濃度減半，miRNA 的表現量即增加一倍 (圖 8A 及 8B)，可以顯示

inhibitor 抑制 miRNA 的效果極具專一性。 

2. miR-221/222 對腫瘤細胞增生影響 

於 ATCC 資料庫中得知，將 MIAPaCa-2 及 ASPC-1 細胞注射至裸鼠皮下

能生成腫瘤。我們收取轉殖 miR-221 inhibitor 和 miR-222 inhibitor 及

scramble-miR 的 MIAPaCa-2 及 ASPC-1 細胞，懸浮於 PBS 中，注射至裸鼠的

後肢。轉殖 miR-221 inhibitor 和 miR-222 inhibitor 的癌細胞株注射至裸鼠右

後肢；轉殖 scramble-miR 做為控制組的細胞注射至左後肢。 

觀察腫瘤於裸鼠表皮生長情形顯示，轉殖 miR-221 inhibitor 和 miR-222 

inhibitor 的 MIAPaCa-2 細胞相較於轉殖 scramble-miR 的控制組細胞，形成腫
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瘤的速度較慢。於注射後第一週，左後肢開始形成能以肉眼辨識的腫瘤，而

右後肢則否 (圖 9A)。至第五週，右後肢也漸漸形成能以肉眼辨識的腫瘤，

但相較於左後肢的腫瘤，腫瘤尺寸較小且形狀較為平面 (圖 9B)。 

但是在 ASPC-1 細胞中所顯示的結果卻與 MIAPaCa-2 細胞相反，轉殖

miR-221 inhibitor和miR-222 inhibitor的細胞相較於轉殖 scramble-miR的控制

組細胞，增長的速度反倒顯著的快速許多 (圖 10)。 
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討論 

MiRNA 從被發現以來，已被證實參與許多重要生理現象的調控，包括胚胎

發育、細胞分化與腫瘤的生成等。在過去的研究中顯示，miR-221/222 在許多種

類的腫瘤細胞中呈現大量表現，顯示對於腫瘤細胞可能有著重大的存在意義。在

本論文的研究中，我們利用 miRNA 資料庫來預測及篩選 miR-221/222 的可能標的

基因，從中我們篩選出了同樣對腫瘤細胞有著重大意義的 HIF-1 的 β 子單元，

HIF-1β基因。 

我們分析了 11 種消化道系統癌細胞株中 miR-221 及 HIF-1β蛋白的表現，從

中選出了適合的癌細胞株作為研究的細胞模型。利用這些不同的癌細胞株，我們

轉殖 miR-221/222 mimic 及 miR-221/222 inhibitor 至細胞內，觀察 HIF-1β蛋白表

現所受的影響。由實驗的結果，我們觀察到 HIF-1β蛋白的表現量會依我們所轉殖

的 miRNA mimic 或 inhibitor 而有所起伏，證實 HIF-1β 蛋白的表現確實會受到

miR-221/222 的影響。 

進一步的實驗中，我們構築具有HIF-1β基因3’-UTR的報導質體，利用 reporter 

assays 進一步的確認 miR-221/222 對 HIF-1β調控的專一性。於實驗的結果證實了

HIF-1β的 3’-UTR 上具有 miR-221/222 的標的序列，且 miR-221/222 對 HIF-1β調

控具有專一性。 

過去的文獻中顯示，脊椎動物中 miRNA 與標的基因的配對以 miRNA 5’端的

seed site (Lai et al., 2005)最為重要。我們將所預測 HIF-1β 3’-UTR 上 miR-221/222

標的序列上的 miRNA seed site 辨識序列作突變，構築成報導質體。結果顯示，seed 

site 辨識序列突變後，Luciferase 報導基因失去了被 miR-221/222 調控的特性。此

實驗結果確認了 miR-221/222 的標的位置應於 HIF-1β 3’-UTR 上＋1869 bp 至＋

1890 bp 之間，也驗證了 seed site 對 miRNA 調控標的基因確實具有重大的影響。 

在過去的文獻中顯示，動物細胞中 miRNA 大多藉由 translational repression

來抑制基因產物的表現，少數則以 mRNA cleavage 的途徑達到此目的。我們利用
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同步定量 RT-PCR 及西方點墨法分析 HIF-1β transcript 的表現量以及蛋白質產物，

了解 miR-221/222 是經由哪一途徑抑制 HIF-1β。實驗的結果顯示，HIF-1β transcript

與 HIF-1β 蛋白的表現均在轉殖 miR-221/222 mimic 後受到抑制。在過去的研究

中，動物細胞中的 miRNA 被認為大多是經由 translational repression 的途徑抑制基

因的表現，僅有極少數的例子是經由 mRNA cleavage 的途徑，miR-221/222 對

HIF-1β 表現的抑制是否全然只藉由 mRNA cleavage 的途徑，或者 translation 

repression 也參與其中，還須往後的以重複的實驗或者是其他的實驗作進一步的驗

證。 

於上述實驗中，我們證實了 miR-221/222 於細胞中能調控 HIF-1β的表現。我

們更重要的要進一步確認，HIF-1β的表現受到 miR-221/222 的抑制，是否對 HIF-1

轉錄因子活性造成影響。我們以 lentivirus 系統建立完成能同時大量表現 miR-221

及 miR-222 的 MIAPaCa-2 及 ASPC-1 胰臟癌細胞株；並計畫轉殖已預先構築好具

5 次重複 HRE 序列的報導質體，利用 Luciferase 報導基因的活性分析，檢視 HIF-1

轉錄因子活性是否受到影響。然而，由於我們選用的兩種胰臟癌細胞株，其內生

性 miR-221 及 miR-222 的表現量皆已相當高，我們利用同步定量 RT-PCR 分析建

立好的細胞株時，發現其 miR-221/222 的表現量僅為控制組細胞株的 3～5 倍之

間，無法造成明顯的差異。此實驗還需要選擇內生性 miR-221/222 表現量較低的

細胞株重新建立，以得到實驗組與控制組的 miR-221/222 表現差異較顯著的細胞

株，用以檢視 HIF-1 轉錄因子活性是否因 HIF-1β受 miR-221/222 的抑制而確有受

到影響。此項檢視，對驗證 miR-221/222 是否因調控 HIF-1β表現而進而調控 HIF-1

轉錄因子活性，至為重要。 

在過去的文獻報導中顯示  (Visone et al., 2007)，抑制 thyroid papillary 

carcinoma 中 miR-221/222 的表現，會造成腫瘤細胞生長速度的大幅下降。由於

miR-221/222 於胰臟癌細胞中呈現大量的表現，因此我們利用 LNA (Locked nucleic 

acid)結構合成的 miR-221/222 inhibitor，抑制胰臟癌細胞株中 miR-221/222 的表
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現，並將之注射至裸鼠，觀察 miR-221/222 對於胰臟腫瘤的形成與生長速度的影

響。但在我們所選用的兩種胰臟癌細胞株 MIAPaCa-2 及 ASPC-1，實驗結果卻呈

現不同的現象。在 MIAPaCa-2 細胞中，抑制 miR-221/222 能使得腫瘤細胞生長速

度降低。但在 ASPC-1 細胞卻觀察到與 MIAPaCa-2 相反的現象，抑制了

miR-221/222 後，甚至使得腫瘤細胞的生長速度更快。於此實驗中，我們雖然在

兩種不同的細胞株中觀察到相反的現象，但無論是造成腫瘤細胞增生速度的加速

或降低，都顯示著 miR-221/222 於此兩種胰臟癌細胞株中，均能影響其細胞的生

長，對於腫瘤細胞的增生有著一定的影響力。MIAPaCa-2 與 ASPC-1 雖同為胰臟

癌細胞株，但卻呈現出不同的結果，此不同的結果也許是因為誘發腫瘤形成及增

生的複雜性，又或者是此兩種不同的細胞株其癌化機制有所不同所致。

miR-221/222 於胰臟癌細胞增生中所扮演的角色，及其對胰臟癌增生的影響和機

制，還需經未來重複的實驗做進一步的確認。 

HIF-1 為細胞內重要的轉錄因子，在腫瘤細胞中扮演著極重要的角色。細胞

大多藉由調控 HIF-1α子單元達到控制 HIF-1 轉錄因子活性的目的。除了過去文獻

中指出，腫瘤細胞能藉由 HER2 (erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 )

經 PI-3K (phosphatidylinositol-3 kinase)/AKT 將 HIF-1β磷酸化，增加與 HIF-1α的

結合力之外 (Li et al, 2005)，細胞中極少發現藉由調控 HIF-1β來控制 HIF-1 的轉

錄因子活性。於本論文研究中，發現了 miR-221/222 能調控 HIF-1β蛋白的表現，

提供了一條調控 HIF-1 轉錄因子活性的可能新途徑。 

HIF-1 在許多腫瘤細胞中呈現大量表現；HIF-1 也被證實了具有促進腫瘤細胞

增生與腫瘤細胞凋亡的功能，此兩種功能對於腫瘤細胞的生存均為重要的，但腫

瘤細胞如何調控這兩種相互牴觸的能力至今一直不明。當腫瘤細胞於低氧狀態下

時，HIF-1α 蛋白處於十分穩定的狀態，能與 HIF-1β 組成 HIF-1，啟動各種

hypoxia-inducible 基因使得腫瘤細胞得以生存。而若腫瘤細胞無法於低氧狀態下

生存時，HIF-1 也會啟動細胞凋亡的因子，淘汰此腫瘤細胞，僅留下能於低氧狀
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態下生存的腫瘤細胞。為了避免長時間處於低氧狀態下的腫瘤細胞受到細胞凋亡

因子的影響，應存在著能於低氧狀態下控制 HIF-1 活性的機制。在過去的文獻中

顯示，miR-221/222 在許多中腫瘤細胞中呈現大量表現，於我們的研究中發現，

HIF-1β 為 miR-221/222 的標的基因，miR-221/222 的大量表現除了造成 p27kip1的

表現異常引發腫瘤外，也許腫瘤細胞可藉由大量表現 miR-221/222 來抑制 HIF-1β

基因產物的表現，調控於低氧環境下的 HIF-1 轉錄因子的活性，使之不至於誘發

細胞凋亡因子，誘發腫瘤細胞的死亡。 

HIF-1β又稱為 ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator)，最早被

發現能與腫瘤抑制蛋白 AHR (aryl hydrocarbon receptor)結合。AHR 在過去已被證

實能和許多環境毒素或致癌物結合，與這些物質結合後的 AHR 需與 HIF-1β 結

合，才能啟動代謝毒性物質、控制 cell cycle 及調控細胞凋亡因子等腫瘤抑制基因

(tumor suppressor gene) (Chen et al., 2003；Marlower et al., 2004；Peng et al., 2008)，

而腫瘤細胞中 miR-221/222 的大量表現也可能是為了阻止腫瘤抑制蛋白 AHR 功

能，避免腫瘤抑制基因的啟動。然而上述的諸多推測，須進一步的設計實驗與研

究方可確知。 

於本論文研究中，我們發現 HIF-1β基因 3’-UTR 上＋1869 bp 至＋1890 bp 片

段為 miR-221/222 的標的序列，miR-221/222 能藉由辨識此段序列調控 HIF-1β 的

表現，提供了細胞調控 HIF-1 活性一條新的可能途徑。在多種腫瘤細胞中，

miR-221/222 呈現大量的表現，也許是藉此調控 HIF-1β的表現，控制 HIF-1 的活

性，阻止腫瘤細胞的凋亡，影響腫瘤細胞的生長；又或者是為了使腫瘤抑制蛋白

AHR 失去功能，以達到使腫瘤細胞生存下去的目的，但這些推斷還需往後的實驗

來進一步證明之。 
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表 1. Primer 序列 

 

小寫字母為設計的限制脢辨識切位，以陰影標示設計的突變。 
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表 2. 實驗中所選用的癌細胞株 
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圖 1. HIF-1β為 miR-221 及 miR-222 可能的標的基因 
(A) Seed site match 由 TargetScan 提供；Free energy of conserved match 由 miRNA 

Viewer 提供；Free energy of duplexes 及 Probability 由 PicTar 提供；Target site 
conservation 由 miRNA Viewer 提供。 

(B) miR-221 及 miR-222 在 HIF-1β上可能的標的位置。圖中顯示 HIF-1β 3’-UTR
上＋1868 bp 至 1890 bp 序列 (以 stop codon 後第一個核酸位置為＋1)。
miR-221/222的第 1至第 8個核酸位置 (以陰影標示)的配對序列於多種物種中

具高度保留性，為 conserved site。 
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圖 2. HIF-1β蛋白及 miR-221 在消化道癌細胞株中的表現 
(A) 以西方點墨法分析 HIF-1β 蛋白質表現量。α-tubulin 表現量作為 internal 

control。HIF-1β marker 標示的大小為 100 kDa；α-tubulin marker 標示的大小

為 40 kDa。 
(B) miR-221 表現量。利用同步定量 RT-PCR 分析細胞中 miR-221 表現量，以

MKN45 的表現量當作基準。實驗結果為 4 次重複實驗數據計算所得的平均值

及標準差。 
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圖 3. 轉殖 miR-221 mimic 及 miR-222 mimic 抑制 HIF-1β表現 

(A) 利用西方點墨法分析 HIF-1β 表現量。NC 為轉殖 random oligomer；miR-221
為轉殖 miR-221 mimic；miR-222 為轉殖 miR-222 mimic。 
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圖 4. 轉殖 miR-221 inhibitor 及 miR-222 inhibitor 回復 HIF-1β表現 
利用西方點墨法分析轉殖 miR-221 inhibitor 及 miR-222 inhibitor 後，HIF-1β的表

現情形。以α-tubulin 為 internal control 作為定量較正。每一條 Lane 的細胞中所

轉殖的miRNA mimic 及miRNA inhibitor的濃度總合為 100 nM。(A)最右邊及(B)(C)
最左邊的 Lane 為只以 transfection reagent 處理。 
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圖 5. miR-221/222 對 Luciferase 報導基因表現的影響 

將報導質體 pH3U 與 PCH110 做同步轉殖，以 PCH110 表現的 β-galactosidase 作為

internal control。以 Luciferase 活性變化確認 HIF-1β 3’-UTR 上具有 miR-221 (A)
及 miR-222 (B)的標的位置。實驗結果為 4 次重複實驗數據計算所得的平均值、標

準差及以 Student’s test 分析顯著差異 (P＜0.05)，星號代表與控制組有顯著差異。 
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圖 6. 以 Luciferase 活性變化分析預測的 seed site 對 miR-221 調控標的基因的                  
重要性 
(A)  HIF-1β 3’-UTR 上 miR-221/222 seed site 的辨識序列及突變後的序列。星號為

突變的位置。 
(B) 以 Luciferase 活性變化確認 miR-221 的標的位置。pH3U 為 pGL3-HIF-1β 

3’-UTR；pH3UM為pGL3-HIF-1β 3’-UTR mutant。將報導質體pH3U或pH3UM
與 PCH110 做同步轉殖，以 PCH110 表現的 β-galactosidase 作為 internal 
control 。實驗結果為 4 次重複實驗數據計算平均值、標準差及以 Student’s test
分析顯著差異 (P＜0.01)，星號代表與控制組有顯著差異。 
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圖 7. 分析 miR-221/222 抑制 HIF-1β表現的機制 
Non 為只以 transfection reagent 處理；NC 為轉殖 random oligomer；miR-221 為轉

殖 miR-221 mimic；miR-222 為轉殖 miR-222 mimic。 
(B) 利用西方點墨法分析 HIF-1β蛋白表現。α-tubulin 作為 internal control。 
(C) 利用同步定量 RT-PCR 分析 HIF-1β transcript。以 GAPDH transcript 作為 internal 

control。實驗結果為 4 次重複實驗數據計算平均值、標準差及以 Student’s test
分析顯著差異 (P＜0.01)，星號代表與控制組有顯著差異。 
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圖 8. 以 miR-221/222 inhibitor 抑制內生性 miR-221/222 
每批細胞中轉殖的 inhibitor 濃度總量為 100 nM。利用同步定量 RT-PCR 分析

MIAPaCa-2 細胞內生性 miR-221 (A)及 miR-222 (B)以及 ASPC-1 細胞內生性

miR-221 (C)miR-222 (D)之表現量。(A) (C)之 bar 1 為轉殖 scramble-miR；bar 2 為

轉殖 miR-221 inhibitor；bar 3 為轉殖 miR-221 inhibitor 及 miR-222 inhibitor。(B) (D) 
之 bar 1 為轉殖 scramble-miR；bar 2 為轉殖 miR-222 inhibitor；bar 3 為轉殖 miR-221 
inhibitor 及 miR-222 inhibitor。實驗結果為 4 次重複實驗計算所得平均值、標準差

及以 Student’s test 分析顯著差異 (P＜0.01)，星號代表與控制組有顯著差異。 
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圖 9. miR-221/222 對 MIAPaCa-2 胰臟癌細胞增生的影響 
以 5×106 個細胞為一劑注射。右後肢注射轉殖 miR-221 inhibitor 及 miR-222 
inhibitor 的細胞；左後肢注射轉殖 scramble-miR 的細胞。黑色箭頭所指為注射轉

殖 scramble-miR 的細胞後形成腫瘤的位置；紅色箭頭所指為注射轉殖 miR-221 
inhibitor 及 miR-222 inhibitor 的細胞後形成腫瘤的位置。裸鼠隻數為 5。 
(A) 注射 MIAPaCa-2 細胞至裸鼠後一週。 
(B) 注射 MIAPaCa-2 細胞至裸鼠後五週。 
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圖 10. miR-221/222 對 ASPC-1 胰臟癌細胞增生的影響 

以 1×107 個細胞為一劑注射。右後肢注射轉殖 miR-221 inhibitor 及 miR-222 
inhibitor 的細胞；左後肢注射轉殖 scramble-miR 的細胞。黑色箭頭所指為注射轉

殖 scramble-miR 的細胞後形成腫瘤的位置；紅色箭頭所指位置為注射轉殖

miR-221 inhibitor 及 miR-222 inhibitor 的細胞後形成腫瘤的位置。裸鼠隻數為 6。 
(A) 注射 ASPC-1 細胞至裸鼠後一週。 
(B) 注射 ASPC-1 細胞至裸鼠後兩週。 
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附圖 1. 細胞轉殖時間表 
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附圖 2. 報導質體 pGL3-control Map(節錄自 Promega Technical Manual NO.33) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


