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摘要：  
        

本實驗旨在尋找有潛力作為提高早期胃癌發現率的生物標誌物，得以應用在臨床上。            

首先，從 NCBI 下載資料，透過 R studio 分析胃癌細胞與癌細胞周邊非癌症細胞的基因表現

量，篩選出胃癌細胞表現量與非癌症細胞表現量比值較高且其所製造的蛋白質為分泌型的

基因，最終得出 10 個。 

接著從 cBioPortal 網站下載基因的 mRNA 表現量與病患存活月數資料，分析病人存活率及無

病存活率與基因表現量的關係，得出 FN1 及 CST1 的 P value 比其他基因來的低，且基因表

現量與病人存活率呈現負相關。 

後續進行細胞實驗，使用 qPCR，驗證 10 個基因在胃腺癌細胞(AGS)及侵襲能力較強的胃腺

癌細胞(AGS-1)間表現量的差異，結果發現在 MUC13、MGP、PI3、SFRP4 及 CST1，在 AGS-1

的表現量較 AGS 高，尤其 MUC13、MGP 及 PI3 表現量差異特別顯著。 

 

 

壹、研究動機 

 

我們曾在生物課學到 DNA 經轉錄轉譯後可合成蛋白質分泌到血液裡，再上網查詢資料後發現，

如今已有多種檢測癌症的方式，就血液檢測而言，已有 CA72-4 等生物標誌作為癌症指標，但

靈敏度不夠高，難以發現早期的胃癌，因此我們決定研究提高早期胃癌發現率的檢測方法，

希望找出增加胃癌發現率的胃癌標誌物。 

 

貳、研究目的 

 

(一)找出能夠製造出有潛力成為胃癌指標的蛋白質之基因 

(二)尋找基因表現量與存活率之關係 

(三) 篩選出在較惡性的胃癌細胞裡表現量較高之基因 
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參、研究設備及器材 

一、 實驗器材 

 

實驗儀器 用途 

無塵抽氣操作台 避免細胞在進行實驗時被汙染 

CO2 恆溫培養箱 培養細胞 

微量離心機 降溫離心微量液體 

超微量樣本分光光度計(NanoDrop 1000) 測量 RNA 濃度 

電泳槽 進行凝膠電泳 

影像分析儀 

(Molecular Imager® Gel Doc™ XR System) 

凝膠照相 

PCR machine 

 

進行反轉錄 PCR 反應 

Roche Lightcycler 480 進行即時聚合酶連鎖反應 

電腦 分析數據 

恆溫水浴槽 回溫藥品 

恆溫乾浴器 將樣本加熱 

顯微鏡 觀察細胞 

-80℃冰箱 保存樣本 
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         無塵操作台                          CO2 恆溫培養箱 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

微量離心機                        超微量樣本分光光度計 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

電泳槽                              影像分析儀 
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PCR machine                          Roche Lightcycler 480 及電腦 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

恆溫水浴槽                                       恆溫乾浴器 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   顯微鏡                                         -80℃冰箱   
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二、實驗用品 

 

 

 

 

 

 

 

 

三、實驗藥品 

 

 

 

 

藥品 實驗 

DMEM/F12 細胞培養 

trypsin(胰蛋白酶) 細胞培養 

PBS(磷酸鹽緩衝生理鹽水) 細胞培養、抽 RNA 

isopropanol(異丙醇) 抽 RNA 

chloroform(氯仿) 抽 RNA 

TRIzol 抽 RNA 

EtOH(酒精) 抽 RNA、去 genomic DNA 

DEPC(焦碳酸二乙酯) 抽 RNA、去 genomic DNA 

DNase I(去氧核醣核酸酶 I) 去 genomic DNA 

DNaseI Reaction Buffer 去 genomic DNA 

EDTA(乙二胺四乙酸) 去 genomic DNA 

Sodium acetate(乙酸鈉) 去 genomic DNA 

RNAase Out 反轉錄 

Oligo Dt 反轉錄 

DTT(二硫蘇糖醇) 反轉錄 

M-MLV RT(反轉錄酶) 反轉錄 

SYBR Green I qPCR 

DNA Gel Loading Dye (6X) 凝膠電泳 

agarose powder(瓊脂粉末) 凝膠電泳 

DNA Ladder RTU 凝膠電泳 

RNA Ladder RTU 凝膠電泳 

實驗用品 規格 

微量離心管 1.5ml, 0.5ml 

離心管 15ml 

吸量管 5ml, 10ml 

微量吸管 2μl, 10μl, 100μl ,1000μl 

細胞培養皿 直徑 10cm 

微量多孔盤 384 孔 

真空吸引器 吸廢液 
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從美國國立生物資訊中心
篩選基因表現量資料庫

下載資料，以R studio軟體
進行資料分析

利用P value、FC值及製造
的蛋白質是否為分泌型作

為標準篩選基因

進行驗證

從cBioPortal網站下載臨
床資料

以sigma plot軟體的
Kaplan-Melier法進行分析

選出P value較小的基因

細胞培養

抽RNA、去Genomic DNA

、跑膠

轉cDNA

進行qPCR

肆、研究過程及方法 

一、實驗流程 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

選出位於東亞的人體樣

本資料 

找出能夠在血液檢測中

被檢驗作為指標的物質 

細胞實驗 存活率分析 

驗證分析結果 探討基因表現量與

存活時間的關聯 

篩選基因 
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二、實驗方法 

 

(一) 資料分析—找出能製造出有潛力成為胃癌指標的蛋白質的基因 

 

1. 尋找資料庫 

 

從 NCBI(National Center for Biotechnology Information)中找尋與胃癌相關的資料庫，

下載資料進行分析。 

由於東亞國家的胃癌罹患率高，因此我們希望研究東亞胃癌病患的樣本，因而

訂出了下列選擇資料庫的標準： 

 

(1)為人類樣本 

(2)除胃癌的樣本外亦有正常細胞的樣本可作為對照組，且樣本來自於同一病患 

(3)樣本來自於亞洲國家 

 

2. 分析數據 

 

使用 R studio 軟體統計及分析資料。將從 NCBI 下載的基因資料載入程式，將

資料分類後，使用 Rank Prod 公式進行統整分析，得出各基因的FC 值(fold change：

胃癌細胞表現量/胃癌周邊非癌症細胞表現量)，及 P value<0.05 的基因(P value 值

越小，資料可信度越高)，最後再將資料輸出。 

 

3. 挑選基因 

利用 Excel 整理分析統計完的資料，依據晶片編號作為排序標準，再從中篩選出

適合的基因進行細胞實驗。 

我們希望可以找出在不同期別皆有表現、隨著癌症的惡化，其表現量會有所變

化，且越晚期表現量越顯著者為佳。此外，我們希望該基因所製造出來的蛋白

質為分泌型，如此一來便能夠在血液中測得。 
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我們訂出了以下篩選標準： 

 

(1)五期裡(IB,IIA,IIB,III,IV)至少出現 4 期 

(2)至少有 3 個 FC 值大於 1.5 

(癌細胞基因/胃癌周邊非癌症細胞基因表現量的數值) 

(3)表現量隨著癌症越晚期有增加的趨勢，或不同期別之間表現量差異不大但表    

  現量高者 

(4)此基因所製造的蛋白質為分泌型蛋白質 

 

(二) 分析臨床資料尋找基因表現量與存活率的關係 

 

1.下載資料: 

 

從 cBioPortal 網站找到胃癌相關研究的資料庫，下載各基因的存活率與與無病存

活率的資料 

 

2.利用 Excel 整理資料 

 

(1)將存活月數為 0 的資料的 status 設為 0，其餘則設為 1(status 為 0 代表沒有病患

的存活期資料) 

(2)除 status 為 0 的資料之 mRNA 表現量數據後，計算這筆資料裡所有病患的 mRNA

表現量平均 

(3)mRNA 表現量高於平均者歸類為 high，反之則為 low(包含 status 為 0 的數據) 

 

 

3.使用 Sigma plot 12.5 軟體進行分析 

 

(1)將資料輸入 Sigma plot 12.5 

(2)使用 Kaplan-Meiler 法進行資料分析 
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(三) 篩選出在較惡性的胃癌細胞裡表現量較高的基因 

 

1.細胞培養 

 

 

 

將侵襲能力較低的胃癌細胞 AGS 及侵襲能力較高的胃癌細胞 AGS-1 培養於直徑

10cm 的培養皿，並使用 DMEM/F12 培養液。將細胞置於含 5%CO2 及飽和水蒸氣

之 37℃恆溫培養箱，每隔 3 天進行繼代培養。 

 

2.抽 RNA 

 

 
 

待細胞長到八分滿時，取出培養皿，吸乾培養液，用 PBS 清洗後吸乾。在培養皿

裡加入一毫升 TRIzol(使細胞裂解，但同時保有 RNA 的完整性)，將液體放入微量

加入 TRIzol 的培養皿 

(下方白色混濁液體代表已有細胞溶解) 

AGS 細胞 AGS-1 細胞 
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離心管後加入 300μl 氯仿後搖到分層，在室溫下反應 5 分鐘之後以 12000g 4℃ 離

心 15 分鐘。此時管中分三層(上層是透明的水層、中間層、下方紅色的有機層。

RNA 在水層，DNA 及蛋白質位於中間層與有機層)，取 400μl 上清液至新的微

量離心管，加入 400μl 100％的異丙醇，混勻後在室溫下靜置 10 分鐘。接著以

12000g 4℃ 離心 10 分鐘後，管底出現白色沉澱(RNA)，吸除上清液後，加入 1μl75

％乙醇清洗，以 12000rpm(13800g) 4℃ 離心 5 分鐘，吸除上清液，待乙醇揮發後，

加入 DEPC 水(DEPC-treated water)20-25μl (依沉澱量的不同而有所異)，並以 60℃

乾浴 15-20 分鐘，使白色沉澱溶於 DEPC 水。 

 

3.去 genomic DNA 

 

為了避免有 DNA 殘留，抽完 RNA 後會去 genomic DNA 以提高 RNA 的純度。 

取 20μg RNA，加入去氧核醣核酸酶 I(DNase I) 、10X DNaseI Reaction Buffer 再用

DEPC 水(DEPC-treated water)補到 50μl。以 37℃ 乾浴 10 分鐘，使去氧核醣核酸酶

將殘留的 DNA 降解，加入 0.5 M EDTA 1μl，以抑制核酸酶的作用，避免 RNA

被降解，接著以 75℃乾浴10分鐘，再加入3M乙酸鈉 10μl 及100% 乙醇 300μl。

將溶液在-80℃冰箱冰一小時使 RNA 慢慢沉澱後，以 13000 rpm(16200g) 4℃離心

30 分鐘，並吸除上清液。沿管壁加 75% 乙醇 500μl 沖洗管壁，再以 13000 

rpm(16200g) 4℃離心 10 分鐘，將上述兩步驟再重複一次。加入 20μl DEPC 水將

離心後沉澱在微量離心管底部的 RNA 回溶。 

 

4.測 RNA 濃度 

 

利用超微量樣本分光光度計(NanoDrop 1000)測 RNA 的濃度，程式為 NanoDrop 

1000，清洗完儀器探測器後，每個樣本以 2μg RNA 測其濃度，若核酸與蛋白質

量值的比值（260/280），數值為 1.8-2.0 表示為 RNA。核酸與鹽離子量值的比值

（260/230）數值為越靠近 2 表示其有機鹽離子濃度越低，有機鹽離子濃度越低

越佳。 
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5.凝膠電泳 

 

 

 

(1)樣本 

AGS 及 AGS-1 的 RNA 各 2μg，分別放入微量離心管，加入總體積 1/5 的 DNA 

Gel Loading Dye (6X)。 

 

(2)電泳 

使用 agarose powder 與 TBE buffer 配置的瓊脂凝膠，並加入 EtBr ( 嵌入核酸，

照射紫外光時核酸有螢光反應)，待膠體凝固後加入樣本，樣本以電位差的原

理從負極跑至正極。接著使用影像分析儀( Molecular Imager® Gel Doc™ XR 

System)照 UV 光及 Quantity One 軟體分析影像。 

 

RNA：第一孔加入 3μl 1Kb 的 RNA Ladder RTU 作為 marker，其他孔則加入與 

2ug RNA 與 dye 的混和液。 

DNA：第一孔加入 3μl 1Kb 的 DNA Ladder RTU 作為 marker，其他孔則加入與

10μl DNA 與 dye 的混和液。 

 

電泳槽跑膠 
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6.反轉錄 

 

將 1μl OligodT、1μl dNTP mix 、RNA 2ug 加入微量離心管， 以 DEPC 水將體

積補到 12μl 後混勻。 使用 PCR machine 進行反轉錄，將機器設定在 65℃並反應

5 分鐘，接著在冰上靜置一分鐘。加入 5X buffer 4μl、DTT(Dithiothreitol) 2μl 及 

RNase OUT 1 μl，以 37℃反應 2 分鐘。加入反轉錄酶(MMLV) 1μl，將機器設定

成 37℃ 50 分鐘接著 70℃ 15 分鐘，最終得到 cDNA。 

 

7.即時聚合酶連鎖反應(Q-PCR) 

 

 

 

 

將 RNA 反轉錄得到 cDNA 後即可進行 Q-PCR 為了增加準確性，我們使用三重複

的方式：我們所使用的是 384 孔微量多孔盤，而每個基因為一組，一組有 8 個孔，

先在這 8 孔加入 SYBR Green 5μl、該基因 forward 及 reverse 的 primer 各 0.5μl，

接著在第一至三孔加入 AGS 的 cDNA 1μl 及滅菌水 3μl，第四至六孔加入

AGS-1 的 cDNA 1μl 及滅菌水 3μl，以比較基因在在不同侵襲能力的細胞裡表現

量的差別。第七及第八孔為對照組，第七孔加入 RNA 1μl 及滅菌水 3μl，第八

孔加入 4μl 的滅菌水。除了我們所挑選的 10 個基因之外，會再做一組

Housekeeping gene,由於此基因不易受到外界環境的影響，因此可作為對照組，方

384 孔盤(已貼膠膜) 
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法同樣是三重複。而我們在實驗中所使用的 Housekeeping gene 是 β-Actin。 

SYBR Green 為螢光劑，會與雙股 DNA 結合，放出綠螢光，因此可透過測量螢光

強度得知 DNA 含量。 

我們使用 Roche Lightcycler 480 機器與 Lightcycler 480 軟體測量螢光強度。 

 

伍、成果與討論 

 

(一) 資料分析—篩選出有潛力成為胃癌指標的蛋白質基因 

 

1. 尋找資料庫 

最終選定的資料庫為編號 GSE33429 的資料庫。 

選擇此資料庫的原因如下： 

(1)符合首要篩選條件，為人類基因 

(2)除了胃癌樣本外，亦有來自同病患與胃癌相鄰的非胃癌組織可供比較 

(3)此資料庫的樣本來自中國上海，符合條件三 

 

2. 基因挑選 

整理分析完畢的資料，並依據下列條件選出基因: 

(1)該基因至少出現於 4 個癌症期別(共五期) 

(2)至少有三期的 FC 值大於 1.5 

(FC 值:胃癌細胞與胃癌周邊非癌症細胞的基因表現量比值) 

(3)FC 值隨著癌症越晚期有增加的趨勢者或 FC 值極高者為佳 

 

以下圖表(圖 A 至圖 F)為篩選結果： 

 

(1)出現五期的基因 

                              

                             

                             (圖 A)    
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(1) 出現四期的基因 

(圖 B)                                       (圖 C) 

                                       

 

 

 

 

 

 

 

 

              (圖 D)                                      (圖 E) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(圖 F) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

＊註:雖然 BGN 只有其中一個期別的

FC 值大於 1.5，但因為其表現量隨癌症

越晚期而增加的趨勢明顯，且 BGN 在

IIA 以及 IIIA&IIB 的 FC 值與 1.5 相差

不遠，因此仍列入候選基因 
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再從 UniProt 網站查出 P12 的圖表裡的基因所製造的蛋白質是否為分泌型 

結果如下表： 

                                        

基因名稱 蛋白質位置 分泌型 

BGN 細胞外 v 

CKS2 細胞核內、細

胞質 

 

CDH17 細胞質膜  

CEACAM5 細胞質膜  

CEACAM6 細胞質膜  

GPRC5A 細胞質膜  

CLDN1 細胞質膜  

CLDN4 細胞質膜  

CLDN7 細胞質膜  

CLRN3 原生質膜  

CST1 細胞外 v 

FN1 細胞外 v 

GREM1 細胞外 v 

MGP 細胞外 v 

MUC13 細胞外 v 

MUC17 細胞外 v 

OLFM4 細胞外 v 

PI3 細胞外 v 

SFRP4 細胞外 v 

THY1 細胞質膜  
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(二) 分析臨床資料尋找基因表現量與存活率的關係 

 

從 cBioPort 網站下載資料，利用 Sigma plot 軟體及 Kaplan-Meier 法 

分析各基因表現量與病患的存活率以及無病存活率的關係。 

 

根據分析結果(見 P17 表一及表二)發現無論是存活率或是無病存活率，CST1 及 FN1 這兩

個基因的 p value 明顯較其他基因的 p value 來的低，且兩者的存活率與基因表現量成負相

關(見圖一至圖八)，說明兩個基因的表現量對於病人存活率及無病存活率的影響較顯著，

且基因表現量較高時，病人有較低的存活率因此 CST1 及 FN1 更有能夠成胃癌指標的潛

力。 

 
 

FN1 為纖連蛋白，會結合細胞表面和各種化合物，包括膠原蛋白，纖維蛋白，DNA 和肌

動蛋白。纖連蛋白參與細胞黏附，細胞運動，調理作用，傷口癒合和細胞形狀的維持[8]。 

 

CST1 則可分泌半胱氨酸蛋白酶抑製劑，可以促進細胞衰老凋亡的活性，在蛋白水

解酶活性調控中發揮重要作用。許多研究發現，它在多種類型腫瘤中存在異常表現，

且與腫瘤發生、發展密切相關[9]。 
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表一:存活率與基因表現量的 p value 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表二: 無病存活率與基因表現量的 p value 
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CST1 

圖一: TCGA 資料庫 整體存活率                圖二: TCGA pub 資料庫 整體存活率 

 

圖三:TCGA 資料庫  無病存活率                  圖四:TCGA pub 資料庫 無病存活率 
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FN1 

  圖五:TCGA 資料庫 整體存活率              圖六:TCGA pub 資料庫 整體存活率      

 

   圖七 TCGA 資料庫  無病存活率            圖八 TCGA pub 資料庫 無病存活率 
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(四)篩選出在較惡性的胃癌細胞裡表現量較高之基因 

 

透過 qPCR 上機的結果，我們將由 Melt Curve Genotyping(螢光反應偵測)得知兩者所

夾出的基因片段是否相同，再藉由跑膠來確認所夾出的基因片段大小是否正確。 

下面我們將以 MUC13 的數據來舉例： 

由左下圖可知 MUC13 的 peak 位於大約 84 度的位置，且 AGS 及 AGS-1 兩者位置相

同，而藉由右下圖的膠片結果藉由 Marker(第一排)得知，AGS cDNA(2-6 排)及 AGS-1 

cDNA(7-11 排)位置介於 100bp 至 200bp 之間，符合我們所預期夾出的基因大小

130bp(12-16 排下方的亮紋為 dimer)，而右側 AGS 的 RNA(12、13 排)雖然也有於同位

置夾出產物，但經過後續計算結果發現影響並不大，所以此次結果仍採計。 

 

 

Melting curve                               agarose gel lane 

 

我們將符合上述檢驗的資料，計算表現量差異。 

主要是以各基因在 Abs Quant/Fit Points 的結果進行計算。我們將以各基因的 CP 值，也

就是達到閾值的反應迴圈數來回推表現量差異。結果請見下頁圖表 
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1.MUC13 

MUC 家族屬於重度醣基化的高分子量醣蛋白，

在惡性腫瘤中有具有異常表現量。 

而 MUC13 則是一種跨膜醣蛋白，主要與腸胃道

相關，尤其在低分化的細胞及後期的癌症細胞中，

表現量有較高的趨勢[1]，也有研究顯示，MUC13 

會調節腸胃道的發炎症狀，在其中會促進發炎反

應的發生[2]。 

 

 

 

 

 

2. MGP 

MGP 是一種維生素 K 依賴性蛋白質，由軟骨細

胞和血管平滑肌細胞分泌[3]，另有相關研究顯示，

MGP 在血管鈣化造成慢性腎病（CKD）患者心血

管事件的發病機制中擔任重要角色[4]。 

 

 

 

 

3.PI3 

PI3 具有抑制嗜中性白血球彈性蛋白酶的功能，

且在皮膚與肺部相關疾病及癌症中有潛在作用

[5]。 
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4.SFRP4 

SFRP4 屬於 SFRP4 家族，是一種分泌型捲曲區

相關蛋白，再心肌的表現量與細胞凋亡相關[6]，

另外現今有研究認為 SFRP4 是人類第二型糖尿

病相關基因中的樞紐基因，將影響到胰島素的

分泌[7]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.CST1 

半胱氨酸蛋白酶抑製劑 SN（CystatinSN）是一

種由 CST1 編碼的分泌型蛋白，具有促進細胞

衰老凋亡的活性，在蛋白水解酶活性調控中發

揮重要作用。許多研究發現，CystatinSN 在多

種類型腫瘤中存在異常表達，且與腫瘤發生、

發展密切相關[9]。 
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陸、結論 

我們透過 R studio 軟體分析得出的 10 個符合所設條件的基因：BGN、CST1、FN1、GREM1、

MGP、MUC13、MUC17、PI3、OLFM4、SFRP4，進行存活率與表現量的關係分析，發

現 FN1 及 CST1 的表現量，與病人存活時間呈現負相關，且 P value 值小於 0.05，表示

此分析結果的可信度高。最後再以細胞實驗，比較各基因在侵襲能力不同的胃腺癌細

胞間之表現量，實驗結果顯示，MUC13、 MGP、PI3 以及 SFRP4 以上四個基因，在

AGS-1 的表現量比 AGS 高出許多。 

其中，CST1 雖然在細胞實驗中並沒有與細胞侵襲能力有顯著的相關，但我們推測，結

果在正常胃腺細胞與胃腺癌細胞之間有顯著差異，而在 AGS 及 AGS-1 之間則否，可能

是因為我們所使用的細胞樣本皆是胃腺癌細胞，才無法得出預期結果。因此我們認為

FN1、CST1、MUC13 、MGP、PI3 以及 SFRP4 有潛力成為胃癌檢測基因組。 
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作品海報 

【評語】052012  

實驗的目的在於，篩選出在較惡性的胃癌細胞裡表現量較高之

基因，找出有潛力成為胃癌指標的蛋白質之基因，而且基因表現量

與存活率之關係，由 NCBI下載資料經 R studio分析胃細胞與周邊

非癌症細胞之基因表現比較，得癌細胞及非癌細胞表現較高蛋白質

及分泌型蛋白質 10種。再由 cBio Portal 網站下載得mRNA表現

量以胃癌細胞(AGS-1)(侵襲能力較強)有MUC13、MGP、P13、

JFRP4及 CST1基因表現高，尤其MUC13、MGP及 P13更明顯較

高。  

1. 已經有許多的實驗報導過類似的方向，應該找出跟以前報導

不同的基因，和相同的基因表示你分析的正確性。 

2. 這些基因和細胞惡性的程度的關係應該再深入探討。 

3. 應該多比對不同的資料庫比較準確。 

4. 分析出來的基因應該在臨床檢體上來驗證。 

5. 對於統計方法的理解略顯不足，可更深入理解統計資料的意

義，對實驗分析也會更有幫助。此外，圖片的解釋不足，造

成閱讀上的不方便，今後撰寫論文應更加注意。  

6. 欠缺文獻回顧與整理，對於研究的假設背後邏輯的陳述也較

欠缺。與先前研究相比之創新性不明確。討論處對於研究結

果的討論不夠深入，宜加入可能機轉等討論。  



摘要

壹、研究動機及目的

如今已有多種檢測癌症的方式，就血液檢測而言，已有CA72-4等生物標誌作為癌症

指標，但靈敏度不夠高，難以發現早期的胃癌，因此我們決定研究提高早期胃癌發現率

的檢測方法，希望找出增加胃癌發現率的胃癌標誌物。

我們的實驗目的有三者：

（一）找出能夠製造出有潛力成為胃癌指標的蛋白質之基因

（二）尋找基因表現量與存活率之關係

（三）篩選出在較惡性的胃癌細胞裡表現量較高之基因

貳、實驗流程

篩選基因

從NCBI篩選
基因表現量
資料庫

下載資料，
以R studio軟
體進行資料
分析

利用p value、FC
值及蛋白質是否
為分泌型作為標
準篩選基因

進行驗證

選出位於東亞的人體樣本
資料庫：GSE33429

細胞實驗

細胞培養

抽RNA、去Genomic 
DNA、跑膠

轉cDNA

進行qPCR、跑膠

探討基因表現量與存
活時間的關聯

從cBioPortal網站下載
臨床資料

以sigma plot軟體的
Kaplan-Melier法進行

分析

選出P value較小的基
因

找出能夠在血液檢測中
作為指標的基因

存活率分析
驗證分析結果

AGS及AGS-1基因表
現量比較

使用Rank Prod進行
統整分析

本實驗旨在尋找有潛力作為提高早期胃癌發現率的生物標誌物，得以應用在臨床上。

首先從NCBI下載資料，透過統計分析軟體R studio分析胃癌細胞與其周邊非癌症細胞

的基因表現量差異，篩選出在胃癌細胞裡FC值較高(fold change：胃癌細胞表現量/胃癌

周邊非癌症細胞表現量)且其所製造的蛋白質為分泌型的基因，共有10個：BGN、CST1、

FN1、GREM1、MGP、MUC13、MUC17、PI3、OLFM4、SFRP4。

接著從cBioPortal網站下載上述各基因表現量與病患存活月數的資料，分析病人的

整體存活率及無病存活率與基因表現量的關係，得出FN1及CST1的p value比其他基因來的

低，且基因表現量與病人存活時間呈現負相關。

利用qPCR(及時聚合酶連鎖反應)，比較我們所選出的十個基因在胃腺癌細胞(AGS)及

侵襲能力較強的胃腺癌細胞(AGS-1)間表現量的差異，發現MUC13、MGP、PI3及SFRP4，

在AGS-1的表現量為在AGS 的數倍。



參、研究結果及討論

(2)蛋白質是否為分泌型

基因名稱 蛋白質位置 分泌型
BGN 細胞外 v

CKS2 細胞核內、細
胞質

CDH17 細胞質膜
CEACAM5 細胞質膜
CEACAM6 細胞質膜
GPRC5A 細胞質膜
CLDN1 細胞質膜
CLDN4 細胞質膜
CLDN7 細胞質膜
CLRN3 原生質膜
CST1 細胞外 v

FN1 細胞外 v

GREM1 細胞外 v

MGP 細胞外 v

MUC13 細胞外 v

MUC17 細胞外 v

OLFM4 細胞外 v

PI3 細胞外 v

SFRP4 細胞外 v

THY1 細胞質膜

（二）分析臨床資料尋找基因表現量與存活率的關係

依上述結果挑出 BGN、CST1、FN1、GREM1、MGP、MUC13、MUC17、OLFM4、PI3、

SFRP4共十個基因進行細胞實驗

(1)出現五期的基因：圖A、出現四期的基因：圖B至圖F

圖A 圖B

圖C 圖D

圖F圖E

表二：基因表現量高及低的無病存活率比較及p value

1. 存活率及無病存活率與基因表現量關係

表一：基因表現量高及低的存活率比較及p value

分析結果：CST1

圖G：TCGA 資料庫
整體存活率

圖H：TCGA pub 資料庫
整體存活率

圖I：TCGA資料庫
無病存活率

圖J：TCGA pub資料庫
無病存活率

分析結果：FN1

圖K：TCGA 資料庫
整體存活率

圖L：TCGA pub 資料庫
整體存活率

圖M：TCGA資料庫
無病存活率

圖N：TCGA pub資料庫
無病存活率

根據表一表二及圖G至N可發現：

無論是存活率或是無病存活率，CST1及FN1 p value 明顯較其他基因低，且兩者的存活率

與基因表現量成負相關，說明兩個基因的表現量對於病人存活率及無病存活率的影響較

顯著，且基因表現量較高時，病人有較低的存活率

（一）資料分析—篩選出有潛力成為胃癌指標的蛋白質基因



（三）篩選出在較惡性的胃癌細胞裡表現量較高之基因

肆、結論

伍、參考資料

MUC13的表現量在
AGS-1中是AGS的近
11倍。

MGP 的 表 現 量 在
AGS-1中是AGS的近
4.5倍。

PI3的表現量在
AGS-1中是AGS的近
2.5倍。

SFRP4及CST1雖然在
AGS-1間的表現量只
略高於AGS，但我們
認為，這是受到我
們的實驗皆採用胃
癌細胞所影響，因
此在非胃癌細胞及
胃癌細胞之間，可
能會有更顯著的差
異。

1 cBio Cancer Genomic Portal  
http://www.cbioportal.org/

2. Cheng Lei：Cancer Samples vs. Matched Adjacent Noncancerous Samples
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE33429

3.Cheng Lei：Gastric cancer tissue sample
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM824352

4.蛋白質序列料庫
http://www.uniprot.org/

實驗設定

Cycle 45

Denature 95℃

Annealing 65℃

Extension 72℃

Detection 81℃

Primer Base  pair

MUC13 123

MGP 116

PI3 116

SFRP4 133

CST1 130

一、BGN、CST1、FN1、GREM1、MGP、MUC13、MUC17、PI3、OLFM4、SFRP4以上十個

基因在胃癌期別裡至少出現四期，至少三個期別裡胃癌細胞與正常細胞間的表現量比值

大於1.5，且製造出的蛋白質為分泌型。

二、FN1及CST1的表現量對於病人存活率的影響較顯著，且基因表現量較高時，病人有較

低的存活率。

三、MUC13、 MGP、PI3、SFRP4以及CST1以上五個基因，在AGS-1的表現量比AGS高，尤

其MUC13、MGP及PI3特別顯著。

四、 FN1、 CST1、MUC13、MGP、PI3、SFRP4有潛力成為胃癌檢測基因組。

http://www.cbioportal.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE33429
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM824352
http://www.uniprot.org/
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