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作者簡介 

   

我是來自台中一中的蔡沂達，很高興在高中這三年能夠接觸科學研究，這樣難

得且寶貴的經驗拓展了我的視野。 

癌症是從小使我感到恐懼以及未知的疾病，很幸運能夠進入林季千老師實驗

室學習並從事肺癌研究，我要謝謝所有幫助過我的人以及堅持到現在的自己，雖然

研究成果並不完美，不過有了大家的幫助與陪伴我才能完成這份研究。希望自己保

持這份熱忱，持續在科學的世界探索未知，延續對研究工作的熱情。 
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摘要 

 

肺癌為全球最常被診斷的癌症之一，主要分為非小細胞肺癌與小細胞肺癌，其中小細胞

肺癌是最具侵略性、致死性且預後最差的肺癌。目前針對小細胞肺癌仍未有有效的療法。 

本研究探討花生外皮萃取出之山奈酚醣苷衍生物 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→

2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 對小細胞肺癌的抗癌功效。我們發現細胞株

H1688 經藥物處理後細胞存活率明顯降低，以流式細胞儀細胞週期分析，隨藥物劑量增加時 

sub G1 期細胞數明顯上升；以 Annexin V 觀察發現藥物劑量增加時細胞逐漸走向晚期凋亡，

此外，隨劑量增加 c-PARP、caspase-3、-3 和 -9 的蛋白表達都有增進，同時也造成粒線體膜

電位下降與 cytochrome c 釋放，另外我們透過西方墨點法分析發現隨著藥物劑量的增加，p53

蛋白的表現量下降且有磷酸化的現象，並且在經過咖啡因的處理後藥物對細胞株的毒殺作用

更加明顯，由實驗結果可知 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-

α-l-rhamnopyranoside 能夠良好的誘導 H1688 細胞凋亡，有潛力成為治療小細胞肺癌的藥物。 
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Abstract 

 

Lung cancer is one of the most common malignant cancers worldwide. It is grouped into small 

cell lung cancer (SCLC) and non-small cell lung cancer (NSCLC). SCLC has a very poor prognosis, 

as they are normally diagnosed at the late stage when the cancer is already spread to other parts of 

the body. Worst of all, the current anticancer treatment remains unsatisfactory. Kaempferol, a natural 

flavonoid compound, mainly presents in plants. Former studies show that kaempferol has anti-

inflammatory, anti-oxidation, and anti-cancer effects. Our study aims to evaluate the effect of 

kaempferol glycoside derivative extracted from peanut skins on SCLC and its underlying mechanism. 

The SCLC cell line H1688 was treated with different concentrations of kaempferol glycoside 

derivative. Cell viability was examined using the MTT assay. Flow cytometry was used to evaluate 

cell cycle distribution, apoptosis, caspase activity, mitochondrial membrane potential, and 

cytochrome c release. The expression of proteins related to the cell cycle and apoptosis was analyzed 

by Western blot.  

We found that kaempferol glycoside derivative inhibited cell growth, triggered sub G1 

accumulation, and induced H1688 cell apoptosis in a dose-dependent manner. Expression levels of 

caspase-3, -8, and -9, as well as c-PARP, increased with the concentration of kaempferol glycoside 

derivative. Meanwhile, kaempferol glycoside derivative could trigger the mitochondrial-mediated 

apoptosis pathway, based on a decrease in mitochondrial membrane potential (ΔΨm); cytochrome c 

release; the decrease of Bcl-xL, survivin, and XIAP expression. Furthermore, we found that the 

expression of total p53 was decreased but the expression of phospho-p53 was upregulated. Treatment 

of kaempferol glycoside derivative in combination with caffeine showed a potential synergistic effect. 

Our findings indicated that kaempferol glycoside derivative can induce programmed cell death and 

might become a new anti-cancer drug.  
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一、前言 

研究動機 

 

(一)、文獻探討 

 

1. 肺癌流行病學 

 

根據世界衛生組織 2020 年的統計，肺癌是全球最常被診斷出的癌症之一，同時是

男性身上被診斷出最多的癌症，肺癌亦為臺灣十大癌症死因之首，儘管近年來各種治療

方法發展取得了重大進展，但肺癌的死亡率仍然居高不下，目前臨床上主要將肺癌分為

小細胞肺癌 (Small cell lung cancer，SCLC) 及非小細胞肺癌 (Non-small cell lung cancer，

NSCLC) 兩大類，前者在早期容易擴大、轉移 (Van Meerbeeck, J. P., et al, 2011)；後者則

擴散較晚 (Zappa, C., et al, 2016)，其中小細胞肺癌約占全球肺癌的 15%，每年影響全球

超過 20 萬人 (Siegel, R., et al, 2014)，但其預後卻相當不理想。小細胞肺癌的分期大致

上可以分為早期 (limited stage) 和晚期 (extensive stage)，不過大多數病人都是晚期才被

診斷與接受治療。小細胞肺癌的發生大多為吸菸所致，同時也與環境因素有關 (Van 

Meerbeeck, J. P., et al, 2011)。小細胞肺癌有分化程度低、惡性程度高，生長迅速及早期擴

散的特性 (W. N. William, et al, 2011)，小細胞肺癌患者在診斷時經常有明顯的遠端轉移，

其存活率在過去三十幾年來的進展相當有限 (I. Oze, K. Hotta, et al, 2009)。在過去的數十

年裡，因為肺癌患者中非小細胞肺癌的患者佔了多數，有相當大量針對非小細胞肺癌的

研究，非小細胞肺癌的化學治療藥物也有很明顯地進步，但小細胞肺癌的治療一直沒有

良好的對策，除了在治療時容易產生擴散、轉移之外，一些副作用和抗藥性也是常見的

問題，因此開發有效、安全且副作用低的抗腫瘤藥物刻不容緩。 
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2. 天然化合物 

 

天然化合物 (nature compound) 是從各種不同植物或食物萃取出的化合物，許多研究

指出天然物具有抗發炎、抗氧化、提升免疫力、預防心血管疾病等功效，使用天然物作

為藥物也具有研發時間短、成本低、結構獨特、安全等優勢 (Atanasov, A. G., et al., 2021)，

對患者的副作用也較低，天然物萃取物的多樣性更使得天然物成為癌症新藥開發的重要

來源之一。 

花生 (Arachis hypogaea) 是雙子葉植物剛豆科的植物，又稱落花生或土豆，為一年

生草本，花為蝶花形，顏色多為黃色或橙色，先前的研究顯示花生中的化學成分如多酚

類的化合物可以抗發炎、抗心血管疾病、抗癌、降低血糖和血脂 (Hussain, T., et al., 2016)。

在花生膜多酚類，像是類黃酮 (flavonoid)，具有抗氧化和抗發炎的功能，也可以抵抗外

來細菌的侵入 (Tamura, T., et al, 2013)，原花青素可以抑制α-澱粉酶 (Hargrove, J.L., et al., 

2011) 並且降低葡萄糖在人類大腸癌細胞株 Caco-2 細胞的運輸 (Deprez, S., et al., 2001)。 

花生膜中含有許多植物化學成分 (phytochemical) 例如：綠原酸 (chlorogenic acid)、

咖啡酸 (caffeic acid)、表兒茶素 (epicatechin)、對香豆酸 (p-coumaric acid)、阿魏酸 (ferulic 

acid)、白藜蘆 (resveratrol)、槲皮素(quercetin)、大豆苷 (daidzin)、木犀草素 (luteolin)、

山奈酚 (kaempferol) 等 (AL-Azawi, A. H. , et al., 2017)。花生膜 (peanut skin) 是花生可

食用的一部分，但經常被浪費或是當成家畜的飼料原料。花生膜萃取物山奈酚  

(kaempferol) 是一種黃色化合物，屬於類黃酮的一種，大多數存在於水果當中，例如：番

茄、蘋果、葡萄、草莓或是柑橘類，很多植物也含有山奈酚，像是茶葉、土肉桂、松樹、

銀杏葉、豆類的植物等，山奈酚已被證實具有抗發炎、抗氧化的功效，也可以降低心血

管疾病和神經發炎的風險，研究也指出山奈酚會抑制髓母細胞瘤 (medulloblastoma) 和乳

癌 (breast cancer) 細胞的侵犯和轉移 (Kim, S.H. et al., 2013)，在肺癌治療上研究也顯示

山奈酚可以預防肺腺癌 A549 細胞的生長 (Imran, M., et al., 2019)。 
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(二)、實驗動機 

 

縱觀文獻，肺癌為全世界最常被診斷的癌症之一，開發有效的抗腫瘤藥物刻不容緩。使

用天然物作為藥物具有研發時間短、成本低、結構獨特、安全等優勢，且對患者的副作用也

較低。Kaempferol (山奈酚) 為一種廣泛存在於自然界中的天然類黃酮化合物，目前已被證實

具有抗氧化、抗發炎、和抗癌的功效，本研究所使用的花生膜萃取物 kaempferol 3-O-β-d-

xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 為新型山奈酚醣苷之衍生

物，目前已有研究表明其具有抗發炎、抗氧化之作用 (Chang, S. T., et al., 2012)，但其對於人

類小細胞肺癌抗腫瘤的功效仍未有相關研究闡述，其作用機轉也尚未釐清，因此，希望透過

本研究的實驗來了解 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-

rhamnopyranoside 作為治療人類小細胞肺癌藥物的可能性。 

 

研究目的 

 

近年來非小細胞肺癌的治療有了許多進展，不過小細胞肺癌在臨床上依舊沒有有效的治

療 方 法 ， Kaempferol 3-O- β -d-xylopyranosyl-(1 → 2)- α -l-rhamnopyranosyl-7-O- α -l-

rhamnopyranoside 是一種新型的山奈酚醣苷衍伸物，先前的研究已經證實其抗發炎和抗氧化

功效，山奈酚在其他研究中也被證實具有抗癌活性但其對小細胞肺癌的功效仍然未知，我們

認為山奈酚可能同樣對人類小細胞肺癌具有良好的抗癌活性，因此我們的研究目的是探討

kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 對

於人類小細胞肺癌的功效及機轉，希望了解 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 做為治療人類小細胞肺癌藥物的可能性。 
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二、研究方法或過程 

 

(一) 研究設備及器材 

 

1. 細胞培養 

 

(1) 細胞株： 

 

本研究採用的細胞株為肺癌細胞株 NCI-H1688 以及人類正常肺支氣管上皮細

胞 BEAS-2B，細胞系來自來自 Bioresource 收集和研究中心 (BCRC，食品工業研究

與開發研究所生資中心/國家衛生研究所細胞庫，新竹，台灣)。 

 

(2) 培養基： 

 

所有細胞株都被培養於含有 10% 胎牛血清蛋白  (Gibco) 1% Antibiotic-

Antimycotic (100×) (Gibico)、1% Sodium Pyruvate、1% HEPES 的 RPMI-1640 培養

基中，放置於 37℃ 含 5% CO2 培養箱中培養。 

 

(3) 其他： 

 

Trypsin-EDTA (Gibco)、PBS (Phosphate-Buffered Saline)、二氧化碳培養箱、無菌

細胞操作台、細胞培養盤 (6、24 well)、10 公分細胞培養皿、微量吸管、離心機、離

心管、光學顯微鏡。 
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2. 細胞存活測試 

 

(1) ELISA reader (酵素免疫分析儀) 

 

3. 蛋白表現量分析 

 

(1) Bio-Rad 西方墨點法系統 

(2) 冷光分析儀 (Las3000 Autochemi Systm，Fujifilm) 

(3) 乾浴槽 

(4) 各式抗體及試劑 

 

4.、細胞生長觀察 

 

(1) 流式細胞儀 (Flow Cytometry，AccuriTM C5，BD Bioscience) 

(2) 細胞生長與存活分析 (MTT assay) 

(3) 細胞凋亡分析 (Annexin V / PI stain assay) 

(4) 細胞凋亡酶 caspase 分析 (Caspase activity assay) 

(5) 粒線體膜電位分析 (Mitochondrial membrane potential assay) 

(6) 細胞色素 c 釋放分析 (Cytochrome c release assay) 

(7) 抑制劑處理 (Inhibitor treatment) 

 

5. 藥品 

 

Kaempferol 3-O- β -d-xylopyranosyl-(1 → 2)- α -l-rhamnopyranosyl-7-O- α -l-

rhamnopyranoside 由中國醫藥大學黃慧琪教授提供，自花生膜中萃取，避光保存於-20℃。 
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(二) 研究方法及進行步驟 

 

1. 細胞培養 

 

(1) 繼代培養 

 

用 suction 去除培養皿內的培養液後以 1×PBS 洗滌細胞兩次以除去殘留的培養

液，加入 1 ml 1× 的 trypsin-EDTA 均勻浸潤所有細胞，放回培養箱約 5 分鐘後取

出，確認原先貼附於盤底的細胞收縮成圓形並且懸浮，加入 1 ml 含有血清蛋白的

培養液終止 trypsin-EDTA 作用。將細胞沖下收集在 15 ml 離心管中離心後 (1200 

rpm，5 分鐘) 用 suction 抽掉上清液，加入適量的培養液回溶並混合均勻。取適量

的細胞懸浮液平均分配到培養皿中，放回到 37℃、5% CO2 細胞培養箱中。 

 

(2) 細胞計數 

 

用 suction 去除培養皿內的培養液後以 1× PBS 洗滌細胞兩次除去殘留的培

養液，加入 1 ml 1× 的 trypsin-EDTA 均勻浸潤所有細胞，放回培養箱約 5 分鐘後

取出，確認原先貼附於盤底的細胞收縮成圓形並且懸浮，加入 1 ml 含有血清蛋白的

培養液終止 trypsin-EDTA 作用。將細胞沖下收集在 15 ml 離心管中離心後 (1200 

rpm，5 分鐘) 用 suction 抽掉上清液，加入適量的培養液回溶並混合均勻。取 10 µl 

細胞懸浮液與 70 µl 甲基藍 (trypan blue，Sigma) 至微量離心管 (eppendorf) 均勻混

和後，再取 10 µl 至細胞計數盤 (Counting chamber) 計數細胞，並加入所需的細胞

量於培養皿，使其均勻散布後放回 37℃、5% CO2 細胞培養箱中。細胞計數公式：

[(上和下計算室九宮格的四個角落之細胞總和)/8(計算格數)]×細胞稀釋倍數×104。 
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2. 細胞生長與存活分析 

我們利用 MTT assay (Sigma-Aldrich) 進行細胞生長與存活分析，MTT assay 會經由

活細胞粒線體脫氫脢反應還原為紫色結晶物質 (formazan)，因此我們可以藉由結晶的多

寡評估細胞存活之比例，進一步觀察加藥處理後細胞存活率之變化。我們將密度 1×105 

cells/ml 之細胞種入內含 1 ml 含血清培養基之 24 孔細胞培養盤 (Corning)，隔夜使細

胞 貼 附 後 加 入 不 同 濃 度 的 kaempferol 3-O- β -d-xylopyranosyl-(1 → 2)- α -l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理，在 37℃、5% CO2 下培養 24 小時後

移除培養基溶液，用 1× PBS 清洗兩次。再加入以無血清培養液稀釋至 0.5 mg/ml 的 

MTT 試劑 200 µl，避光放置於 37℃、5% CO2 細胞培養箱中培養 2 至 3 小時，之後

將 MTT 移除，加入 300 µl / well 的 DMSO 溶解紫色結晶並混和均勻。每 well 各取 

100 µl 至 96 well 微量盤，利用 ELISA reader (Sunrise Tecan) 測量波長 570 nm 的吸光

度讀值，測定細胞的存活率。計算細胞存活率：(OD sample 平均值/ OD control 平均值) 

× 100%。 

 

3. 細胞週期分析 

本實驗以流式細胞儀 (Flow Cytometry，AccuriTM C5，BD Bioscience) 分析加藥處理

後之肺癌細胞在不同細胞週期間其  DNA 含量的變化，進一步判斷不同濃度的

kaempferol 3-O- β -d-xylopyranosyl-(1 → 2)- α -l-rhamnopyranosyl-7-O- α -l-

rhamnopyranoside 對細胞週期的影響。隨著細胞進入不同週期 DNA 的含量也會有所變

化，在 G0/G1 時期 DNA 為雙套 (2n)，G2/M 期為 4 套 (4n)，而 S 期介於 G0/G1 及

G2/M 期間 (2n-4n)，若細胞有凋亡現象產生，也就是 DNA 有片斷化之現象，將在 G0/G1

波峰前形成 sub G1 之波峰 (<2n)。我們將密度 2×105 cells / ml 之細胞種入含 2 ml 含血

清培養基之六孔細胞培養盤，隔夜待細胞貼附後加入不同濃度的藥物處理，培養 24 小時

後將上清液收集至離心管內，以 1× PBS 清洗細胞培養盤兩次，加入適量 trypsin-EDTA，

反應五分鐘，確認原先貼附於盤底的細胞收縮成圓形並且懸浮後加入含血清培養基中止

其反應。接著將細胞懸浮液收集至離心管，以 1200 rpm 的轉速離心 5 分鐘，確認離心
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管底部有明顯的細胞團塊後將上清液去除，以 1× PBS 清洗細胞團塊兩次，加入 70% 酒

精，以 parafilm 封住開口後放置於 -20℃ 冰箱固定至少 24 小時。進行流式細胞分析前，

將以酒精固定的樣本以 1× PBS 清洗兩次，接著加入 400 µl 的 propidium iodide (PI) 染

劑 (含 1 mg/ml PI、2 mg/ml RNase A (BD bioscience)、5% triton X-100 (BD bioscience)、

1× PBS)，輕拍離心管使細胞及染劑混合均勻，於室溫下避光染色 30 分鐘過篩後上機。

以儀器內建直方圖 (histogram) 分析數據。PI 以崁入方式結合 DNA 或 RNA 後會產生

紅色螢光 (經流式細胞儀中波長 488nm 之雷射光激發 PI 後發出 610 nm 之紅色螢光)，

由於 PI 也會與 RNA 結合，故會加入 RNase A 來分解 RNA 避免干擾實驗結果，另外

正常狀況下細胞膜完整因此 PI 無法進入核內，70% 酒精及 triton X-100 的作用為將細

胞膜打洞，如此一來，PI 便可進入核內與 DNA 結合，流式細胞儀分析時偵測 FL2 之

螢光訊號，藉由螢光強度分析細胞週期變化。 

 

4. 細胞凋亡分析 

本實驗使用  Annexin V-FITC apoptosis detection kit (BD PharmingenTM，內含  1x 

Annexin V binding buffer、FITC annexin V、propidium iodide 染劑)，通過流式細胞儀以儀

器內建點圖 (dot plot) 來進行分析經過 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理後 H1688 細胞凋亡的情形。我們將密度 

2×105 cells / ml 之細胞種入含 2 ml 之含血清培養基的六孔細胞培養盤，隔夜待細胞貼附

後進行加藥處理，培養至所需時間之後，將上清液收集至離心管，以 1× PBS 清洗細胞

培養盤兩次，加入適量 trypsin-EDTA ，反應五分鐘，確認原先貼附於盤底的細胞收縮成

圓形並且懸浮後加入含血清培養基中止其反應，接著將細胞懸浮液收集至離心管，以 1200 

rpm 的轉速離心 5 分鐘，確認離心管底部有明顯的細胞團塊後將上清液去除，以 1× PBS

清洗細胞團塊兩次，加入預先配置好之染劑： 2 µl Annexin V、 2 µl PI 及 100 µl binding 

buffer (10 倍稀釋)，室溫下染色 15 分鐘後過篩上機，另外需分出單染 Annexin V、單染 

PI 及未染色組，單染的目的除了用於判斷是否有確實染上染劑外，由於 FL1 綠色螢光

及 FL2 紅色螢光會互相干擾，加了以上的單染組別可以幫助我們調整螢光補償。在正常



11 
 

細胞中磷脂醯絲氨酸 (phosphatidylserine，PS) 只分布在細胞膜脂質雙層的內側，而在細

胞凋亡早期，細胞膜中的 PS 由脂膜內側翻向外側。Annexin V 是一種分子量為 35~36 

kD 的 Ca2+ 依賴性磷脂結合蛋白，與 PS 有高度親和力，故可通過細胞外側暴露的 PS 與

早期凋亡細胞的胞膜結合。因此 Annexin V 是檢測細胞早期凋亡的靈敏指標之一。碘化

丙啶 (propidium Iodide，PI) 是一種核酸染料，它不能透過完整的細胞膜，但對凋亡中晚

期的細胞和死細胞，PI 能夠通過細胞膜而使細胞核染紅。因此將 Annexin V 與 PI 匹配

進行雙染，就可以將處於不同凋亡時期的細胞區分開來，進一步偵測細胞之凋亡現象。 

 

5. 細胞凋亡酶 caspase 分析 

本實驗使用 caspase 細胞活性套組 (CaspGLOWTM Fluorescein Active Caspase-Staining 

Kit, BioVision) 進行染色，細胞凋亡酶為一種蛋白酶，主要參與細胞凋亡、發炎、和壞死

等過程，當細胞凋亡，接收到凋亡訊號後，將不活化的 pro-caspase 轉為活化的 caspase，

本套組利用 caspase 的抑制劑 (caspase-3 inhibitor，DEVD-FMK; caspase-8 inhibitor，IETD-

FMK; caspase-9 inhibitor，LEHD-FMK)，結合 FITC 螢光，以無毒、具細胞穿透性且易與

活化之 caspase 結合的特性來偵測正在凋亡之活細胞的 caspase 活化情形。我們將密度 

2×105 cells / ml 之細胞種入含 2 ml 之含血清培養基的六孔細胞培養盤，隔夜待細胞貼附

後加入不同濃度的 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-

α-l-rhamnopyranoside 處理，置於 37℃ 含 5% CO2 的培養箱中培養 24 小時候將上清

液收集到 15 ml 離心管，以 1× PBS 沖洗兩次，並將 PBS 收集到離心管，加入 1 ml 

trypsin-EDTA，反應 5 分鐘，確認原先貼附於盤底的細胞收縮成圓形並且懸浮後加入含

血清培養基中止其反應，將細胞懸浮液收集到 15 ml 離心管中，以 1200 rpm 的轉速離

心 5 分鐘，確認離心管底部有明顯的細胞團塊後將上清液去除，之後以 1× PBS 清洗細

胞團塊兩次，將離心管底部的細胞團塊打散，每管取 50 µl 當作當 no stain control 組，

使用 caspase 細胞活性套組進行染色 (每支檢體加入 300 µl 含血清 RPMI 培養基和 1 

µl 的 caspase 抑制劑，no stain 只加 300 µl 含血清 RPMI 培養基) 置於 37℃ 含 5% 

CO2 的培養箱中作用 45 分鐘。離心後倒掉上清液，利用套組中的 wash buffer 清洗兩
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次，加入 300 µl wash buffer 至每個濃度的 flow tube 中過篩上機。並以流式細胞儀內建

點圖 (dot plot) 進行分析，偵測其螢光表現量來分析正在凋亡之活細胞和其 caspase 活

化情形。 

 

6. 粒線體膜電位分析 

本實驗以流式細胞儀內建 dot plot 進行分析，分析加藥後細胞之粒線體膜電位變化。

粒線體膜電位 (mitochondrial membrane potential, ΔψM) 在正常細胞中的粒線體是一個

重要的指標，JC-1 是帶正電且親脂性的陽離子染劑，它可以選擇性的進入粒線體並且藉

由其顏色的改變來觀察粒線體膜電位的變化，在正常細胞中 (有較高的粒線體膜電位)，

帶正電的 JC-1 染劑會進入帶負電的粒腺體中並會形成 J-aggregates 複合物，此時呈現

紅色螢光 (590 nm)，當細胞凋亡時，粒線體膜電位會降低 (低於 100 mV)，使得 JC-1 染

劑變為單體，呈現綠色螢光 (529 nm)。以 FL1 (綠色螢光) 及 FL2 (紅色螢光) 進行分析，

若加藥處理後有綠色螢光產生，即可判定有細胞凋亡現象。首先我們將密度 2×105 cells / 

ml 之細胞種入含 2 ml 之含血清培養基的六孔細胞培養盤，隔夜待細胞貼覆後進行加藥

處理，培養至所需時間之後，將上清液收集至離心管，以 1× PBS 清洗細胞培養盤兩次，

加入適量 trypsin-EDTA ，反應五分鐘，確認原先貼附於盤底的細胞收縮成圓形並且懸浮

後加入含血清培養基中止其反應，接著將細胞懸浮液收集至離心管，以 1200 rpm 的轉速

離心 5 分鐘，確認離心管底部有明顯的細胞團塊後將上清液去除，以 1× PBS 清洗細胞

團塊兩次，加入以無血清之培養基配至最終濃度為 10 µg/ml 之 JC-1 染劑 (Invitrogen)，

置入 37℃ 含 5% CO2 的培養箱中作用 10 分鐘，隨後以 1× PBS 清洗細胞團塊兩次，

加入 1× PBS 400 µl，過篩後上機。 

 

7. 細胞色素 c 釋放分析 

當細胞凋亡時，粒線體的膜電位會產生改變並使得粒線體的通透性改變，細胞色素

c (cytochrome c) 便得以從粒腺體釋放至細胞質中並且與 Apaf-1 蛋白的 WD40 區域產生

蛋白交互作用結合成 apoptosome 進而使 caspase 活化並進一步引發內在路徑的細胞凋
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亡。本實驗使用 digitonin 在細胞膜上形成約 40～50Å 的小孔洞造成膜的通透性增加，

藉此清洗掉由粒線體釋放至細胞質中的 cytochrome c 等細胞質成分，透過 cytochrome c 

標記 digitonin-permeabilized cells，並以流式細胞儀分析細胞凋亡之細胞粒線體中的 

cytochrome c。我們將密度 2×105 cells / ml 之細胞種入含 2ml 之含血清培養基的六孔細

胞培養盤，隔夜待細胞貼附後加入不同濃度的 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-

α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理，置於 37℃ 含 5% CO2 培養 24 

小時，將上清液收集到 flow tube 中，以 1× PBS 沖洗細胞培養盤兩次。接著加入 1 ml 

trypsin-EDTA 反應 5 分鐘，確認原先貼附於盤底的細胞收縮成圓形並且懸浮後加入含血

清培養基中止其反應，將細胞懸浮液收集到 flow tube 中以 1200 rpm 的轉速離心 5 分鐘，

確認離心管底部有明顯的細胞團塊後將上清液去除，以 1× PBS 清洗細胞團塊兩次，將

離心管底部的細胞團塊打散，加入 100 µl digitonin buffer (含 1 mg/ml digitonin (sigma), 

100 mM KCl)，於冰上反應五分鐘，以 PBS 沖洗，離心後去除上清液，加入 200 µl IC 

Fixation buffer (ebioscience)，在室溫下反應 20 分鐘，接著以 1× Perm/wash buffer (BD) 清

洗細胞團塊，離心後去除上清液，加入染劑(1µl Cytochrome C-FITC、50µl Perm/wash buffer)，

置於 4℃ 避光染色 1 小時後以 Perm/wash buffer 清洗細胞團塊，最後回溶 400 µl 1% 

paraformaldehyde 固定細胞，過篩後以流式細胞儀分析。 
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8. 西方墨點法 

將密度 2×105 細胞種入含 2 ml 培養基之 6 孔細胞培養盤中，隔夜待細胞貼覆後加

入不同濃度的 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-

rhamnopyranoside 處理，於 37℃ 含 5% CO2 培養 24 小時，將上清液收集到 15 ml 離

心管，1ml PBS 沖洗兩次，並將 PBS 收集到離心管。接著加入 1 ml trypsin-EDTA，反

應 5 分鐘，確認原先貼附於盤底的細胞收縮成圓形並且懸浮後加入含血清培養基中止其

反應，並將細胞懸浮液收集到 15 ml 離心管中以 1200 rpm 離心 5 分鐘，離心後去除上

清液，加入 1ml PBS 沖洗兩次將離心管底部的細胞團塊打散放置微量離心管，加入 RIPA 

lysis buffer 混合液(含 phosphatase inhibitors 、protease inhibitors)充分混合均勻後，放置冰

上反應 30 分鐘，離心 12000 rpm，10 分鐘，將上清液吸到新的微量離心管。利用 BCA 

蛋白定量試劑 (Bicinchoninic Acid Kit, Thermo Scientific Pierce ) 進行蛋白濃度定量，並

且使用 BSA (bovine serum albumin) 當作標準品，製作出標準曲線計算檢體蛋白濃度。依

照所測之蛋白分子量的不同，配置不同濃度的十二烷機硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳 SDS-

PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 分離蛋白，利用濕式轉漬

系統電壓 100 伏特 50 至 60 分鐘使凝膠上的蛋白質轉印 (transfer) 到 polyvinylidene 

fluoride (PVDF) 膜上，之後將轉印完的 PVDF 膜放置乾淨的盒子倒入 blocking buffer ，

使其蓋過 PVDF 膜置於室溫搖晃 1 小時，移除 blocking buffer 後倒入 TBST 清洗 5 次，

每次 5 分鐘，倒入一級抗體，放置 4℃ 冰箱搖晃至隔天。移除一抗，倒入 TBST 清洗 

5 次，每次 5 分鐘，倒入二級抗體放置 4℃ 冰箱搖晃隔夜，移除二抗，倒入 TBST 清

洗 5 次，每次 5 分鐘，利用以 ECL (Enhanced chemiluminescence, PerkinElmer Inc) 分析

套組呈色，利用酵素冷光分析儀分析蛋白質。 

 

9. 抑制劑處理 

將細胞以抑制劑預先處理培養一小時，接著加入特定濃度的 kaempferol 3-O-β-d-

xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 24 小時，隨後收取

細胞進行細胞存活率分析或以流式細胞儀分析細胞週期以及細胞凋亡情形。 
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實驗架構圖： 

  

藥物功效 細胞生長存活分析 

藥物機轉 

抑制劑處理 

流式細胞術 

細胞週期分析 

細胞凋亡分析 

Caspase 活化分析 

粒線體膜電位分析 
 

Cyt C 釋放分析 

西方墨點法 

特定蛋白表現量分析 

細胞生長存活分析 

流式細胞術 

西方墨點法 
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三、研究結果與討論 
 

(一) 新型山奈酚糖苷衍伸物對 H1688 之細胞形態 (cell morphology) 及生長存活的影響。 

首先我們希望了解 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-

α-l-rhamnopyranoside 對人類小細胞肺癌生長存活的功效，我們發現與加入 DMSO 的對照

組相比，隨著 kaempferol 3-O-β -d-xylopyranosyl-(1→ 2)-α -l-rhamnopyranosyl-7-O-α -l-

rhamnopyranoside 的濃度增加，H1688 細胞逐漸變為圓形且皺縮脫落，並且有細胞死亡漂浮

的情形 (圖一)。我們以 MTT assay 分析細胞存活率發現 H1688 的生長受到抑制，進一步計

算 H1688 在經過藥物處理 24 小時後的半抑制濃度 (half maximal inhibitory concentration, 

IC50) 為 8.53 μg/ml 換算成體積莫耳濃度大約為 12 μM (圖二)，透過實驗結果我們發現

kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 能

夠有效的抑制細胞生長，且有劑量依賴性的表現，並且與先前山奈酚衍伸物對人類非小細胞

肺癌功效的研究相比 (Tsui, K. C., et al, 2014)，新型山奈酚衍伸物 kaempferol 3-O-β-d-

xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 在人類小細胞肺癌細胞

株 H1688 上顯示了更好的抗癌活性。 

 

(二) 新型山奈酚糖苷衍伸物誘導 H1688 細胞細胞週期停滯。 

先前結果已初步證實 H1688 細胞株的存活會受到 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-

(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 抑制，細胞週期 (cell cycle) 發生變化可

能會造成細胞死亡，先前有關山奈酚對人類非小細胞肺癌的研究也指出山奈酚能夠使細胞週

期停滯在 G2/M 期 (Huang, W. W., et al, 2013)，因此我們想進一步觀察 kaempferol 3-O-β-d-

xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 造成 H1688 細胞受到的

生長抑制是否同樣是因為細胞週期停滯所導致，我們藉由流式細胞儀來分析在不同濃度的

kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside (3.13、

6.25、12.5 µg/ml) 處理 24 小時後細胞週期的變化。結果顯示隨著藥物濃度增加，Sub G1 的

細胞數明顯增加 (圖三)，該實驗結果證實藉由 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-



17 
 

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理 H1688 細胞 24 小時，會誘導細胞週期停滯在

sub G1，這樣的結果和先前顯示山奈酚會誘導子宫内膜癌細胞停滯在 sub G1 並造成凋亡的

研究結果相符（Chuwa, A. H., et al., 2018）。 

 

(三) 新型山奈酚糖苷衍伸物誘導 H1688 細胞凋亡。 

在上述的細胞週期分析發現， Kaempferol 3-O- β -d-xylopyranosyl-(1 → 2)- α -l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 的濃度增加會誘導細胞停滯在 sub G1，當細胞週

期停滯時便有可能造成細胞凋亡 (Plesca, D., et al., 2008)，因此我們藉由 Annexin V / PI 染色

來觀察是否有細胞凋亡的情況發生。 

根據我們的實驗結果發現，加入  kaempferol 3-O-β -d-xylopyranosyl-(1→ 2)-α -l-

rhamnopyranosyl-7-O- α -l-rhamnopyranoside 處 理  6 小 時 後 ， Kaempferol 3-O- β -d-

xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 濃度越高，細胞凋亡的

百分比也越高 (圖四)，將其量化可發現有劑量效應 (圖五)。 

 

(四) 新型山奈酚糖苷衍伸物透過細胞凋亡路徑抑制 H1688 的活性。 

細胞凋亡可以通過兩個基本途徑發生：內在路徑  (intrinsic pathways) 和外在路徑 

(extrinsic pathways)，其中 caspase 活化對於細胞凋亡酶依賴性細胞凋亡(caspase-dependent 

apoptosis) 扮演著重要的角色，caspase-9 (內源性)、caspase -8 (外源性) 及 caspase-3 (包含內

源及外源性) 的活化更是凋亡途徑主要的指標之一，因此我們使用 caspase 細胞活性染色套

組觀察細凋亡酶活化的情形。 

透過流式細胞儀來觀察 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-

7-O-α-l-rhamnopyranoside 誘導 H1688 細胞凋亡的路徑，我們發現在經過藥物處理後，

caspase-3 和 caspase-9 的表現隨著劑量上升而增進，caspase-8 的表達則是在高劑量有較明顯

的增加 (圖六)，由此上述的結果我們除了可以知道 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-

α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 會誘導 H1688 細胞凋亡，且能進一步推測 

kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 能
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夠誘導細胞透過內在途徑的活化走向凋亡。 

因此我們透過西方墨點法來進一步觀察分析和內源性凋亡相關蛋白之表現情形(圖七)，

我們發現經過  kaempferol 3-O-β -d-xylopyranosyl-(1→ 2)-α -l-rhamnopyranosyl-7-O-α -l-

rhamnopyranoside 處理後，凋亡抑制蛋白 Bcl-xL 和 XIAP 的表達隨 kaempferol 3-O-β-d-

xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 濃度的增加而減少；而

cleaved capase-3 的表現量伴隨著劑量的增加而上升。並且，活化的 caspase-3 會進一步剪切 

poly ADP-ribose polymerase (PARP)，成為 cleaved PARP (c-PARP)，使其無法發揮正常功能進

而造成 DNA 斷裂，從西方墨點法結果也可看到  c-PARP 表現量隨著劑量增加而上升；

Survivin 是一種抗細胞凋亡的蛋白，具有促進癌細胞存活與增生的功能，在實驗結果中我們

也可以看到  Survivin 的表現量隨著  kaempferol 3-O-β -d-xylopyranosyl-(1→ 2)-α -l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 濃度增加而減少，這些現象與內源性細胞凋亡都

是相符合的。 

 

(五) 新型山奈酚糖苷衍伸物使 H1688 細胞粒線體膜電位損失以及促進 cytochrome c 釋放。 

內源性細胞凋亡又被稱作粒線體介導途徑凋亡，因為內源性的細胞凋亡取決於許多從線

粒體釋放的因子，其發生主要又與粒線體膜電位的下降有關 (McIlwain, D. R., et al., 2013) 。

上述的實驗結果顯示，與內源性途徑有關的 caspase-3 和 caspase-9 都有顯著的增加，於是我

們將細胞經 kaempferol 3-O- β -d-xylopyranosyl-(1 → 2)- α -l-rhamnopyranosyl-7-O- α -l-

rhamnopyranoside 加藥處理後，利用 JC-1 染劑進行膜電位分析。從結果發現隨著劑量的增加，

JC-1 染劑因為細胞凋亡導致粒線體膜上的負電性降低而變成單體的數量增加，使得綠色螢光

訊號也跟著增加 (圖九)。結果證實 H1688 細胞在經過 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→

2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 加藥處理後，有隨著劑量增加而促使粒線

體膜電位下降的情形 (圖十)。 

透過以上實驗結果我們可以更肯定由 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 所誘導的細胞凋亡是透過內源性途徑，而促進凋

亡的刺激會造成粒線體膜的通透性改變，進而釋放細胞色素 c (cytochrome c) 至細胞質中並活
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化下游的 caspase 最後使細胞走向凋亡 (Garrido, C., et al., 2006)。於是我們同樣將細胞經 

kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處

理後使用流式細胞儀檢測  cytochrome c 釋放至細胞質的情形，結果顯示在高劑量組別 

(12.5µg/ml) 有大量增加的 cytochrome c 釋放 (圖十一、圖十二)。 

 

(六) 新型山奈酚糖苷衍伸物對 H1688 細胞週期相關蛋白之影響。 

接著，我們想了解 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α

-l-rhamnopyranoside 造成細胞週期停滯的原因，使分子機轉更明朗。以西方墨點法進行分析，

觀察細胞週期調控的相關蛋白表現量。從結果可以看到 H1688 細胞在經過不同濃度的 

kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處

理後，細胞中的 p53 蛋白表現量隨著濃度的提高而減少，而 Phospho-p53 (Ser15) 蛋白的表現

量則隨著濃度提高而增加，同時 p21 與 p27 蛋白也隨著 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-

(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 濃度的提高而減少 (圖十三)，我們推

測 p53 蛋白的磷酸化可能就是造成後續細胞凋亡的原因。 

 

(七) 以抑制劑 NAC 5 mM 與 4-PBA 1 mM 預先處理一小時後分析新型山奈酚衍伸物對抑制

細胞生長之影響。 

接下來我們想了解造成 p53 蛋白磷酸化的原因，根據文獻，活性氧化物 (reactive oxygen 

species, ROS) 的生成 (Liu, B., et al., 2008) ，以及內質網壓力 (Lin, W. C., et al., 2012) 都有可

能影響 p53 的活化情形。我們檢測了 H1688 細胞在經過 ROS 抑制劑 NAC (N-acetyl-L-

cysteine) 以及內質網壓力抑制劑 4-PBA (4-phenylbutyric acid) 處理後 kaempferol 3-O-β-d-

xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 對 H1688 細胞存活率

的影響 (圖十四)。透過實驗結果我們發現無論是加入 NAC 或是加入 4-PBA 的組別，其細

胞存活率的變化與對照組間並無顯著差異，因此我們初步排除活性氧化物生成以及內質網壓

力的途徑。 
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(八) 以 Caffeine 預先處理後分析新型山奈酚糖苷衍伸物對抑制細胞生長之影響。 

DNA 損傷 (DNA damage) 也可能影響 p53 蛋白的活化 (Lakin, N. D., et al., 1999)，

Caffeine 已知可以透過抑制 ATM/ATR 路徑來抑制 DNA damage (Cortez, D. , et al., 2003)，我

們檢測了 H1688 細胞在經過 5 µM 的 Caffeine 預先處理一小時後處理後 kaempferol 3-O-

β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 對 H1688 細胞存

活率的影響 (圖十五)，透果實驗結果發現，相較於只加入 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-

(1 → 2)- α -l-rhamnopyranosyl-7-O- α -l-rhamnopyranoside 的組別，在合併  Caffeine 與 

kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 後

能夠更有效的降低 H1688 的細胞存活率，先前已有研究證實 Cisplatin 等現行的化療藥物也

具有相似的特性 (Wang, G., et al., 2015)。 

 

(九) 新型山奈酚糖苷衍伸物對人類正常細胞之生長影響。 

接著我們希望了解kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α

-l-rhamnopyranoside 對人類正常細胞的影響，我們透過 MTT Assay 分析了 kaempferol 3-O-

β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 對人類正常肺上

皮細胞 BEAS-2B 的生長存活影響 (圖十六)，並發現 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→

2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 和對人類小細胞肺癌細胞的毒殺效果相比

此新型山奈酚衍伸物對人類正常費上皮細胞的毒殺效果較小。 
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  Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside (μg/ml) 

圖一、 H1688 細胞在經過不同濃度的 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理 24 小時後顯微鏡下細胞型態的變化，放大

倍率 100 倍。 

圖二、H1688 細胞在經過藥物處理後，細胞存活率的下降情形。 

Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside (μg/ml) 

 

IC50 = 8.53 μg/ml 
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Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-
rhamnopyranoside (μg/ml) 

12.5  3.13 0 6.25 

DNA content 

圖三、H1688 細胞在經過 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-

α-l-rhamnopyranoside 處理後停留在 sub G1 的細胞數隨著濃度上升而增加 

12.5  3.13 0 6.25 

Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-
rhamnopyranoside (μg/ml) 

Annexin V 

圖四、 H1688 細胞在經 過不同 濃度 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理後的細胞凋亡情形。FL1:Annexin V-FITC; 

FL2: PI。 
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Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside (μg/ml) 

 

圖五、量化H1688細胞在經過 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-

7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理後的細胞凋亡情形。（以 One-way ANOVA 分析，並以

Dunnett’s test 比較各實驗組與對照組之間的差異。*P<0.05; *** P<0.0001）。 



24 
 

  

FL1 

C
ou

nt
 

Caspase-3 

Caspase-8 

Caspase-9 

12.5 μg/ml  6.25 μg/ml  3.13 μg/ml  0 μg/ml 

Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside (μg/ml) 

B 

A 

圖六、 H1688 細胞在經過不同濃度的 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理後 caspase -3、-8、-9 的表現情形。 
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20 kDa 

36 kDa 

57 kDa 

30 kDa 

Survivin 

Bcl-xL 

XIAP 

GAPDH 

17 kDa 

35 kDa 

19 kDa 
Caspase-3 

Cleaved capase-3 

89 kDa 

PARP 

Cleaved PARP 

116 kDa 

Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-
rhamnopyranoside (μg/ml) 

圖 七 、 H1688 細胞 在 經過 不 同濃 度 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理後，內源性細胞凋亡相關蛋白表現情形。 

12.5 6.25 3.13 0 
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0 12.5 3.13 6.25 

圖 九 、 H1688 細胞 在 經過 不 同濃 度 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理後，以 JC-1 染劑觀察粒線體膜電位改變，

綠色螢光訊號增加。 

Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-
rhamnopyranoside (μg/ml) 

JC-1 monomer 

Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside (μg/ml) 

 

圖 十 、 H1688 細 胞 在 經 過 不 同 濃 度 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理後，JC-1 染劑變成單體的數目隨濃度增加。

（以 One-way ANOVA 分析，並以 Dunnett’s test 比較各實驗組與對照組之間的差異。

**P<0.001; *** P<0.0001; **** P<0.00001） 
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  Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-
rhamnopyranoside (μg/ml) 

FL1 

12.5 6.25 3.13 0 

Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside (μg/ml) 

 

圖十一、H1688 細胞在經過不同濃度  kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranosid 處理後，cytochrome c 釋放至細胞質的情形。 

圖十二、量化 H1688 細胞在經過不同濃度 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理後，cytochrome c 釋放至細胞質的情形。（以

One-way ANOVA 分析，並以 Dunnett’s test 比較各實驗組與對照組之間的差異。*P<0.05; 

**P<0.001; **** P<0.00001） 
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Kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-
7-O-α-l-rhamnopyranoside (µg/ml) 

 

p53 

Phospho-p53 (Ser15) 

p21 

p27 27 kDa 

21 kDa 

53 kDa 

53 kDa 

6.25 12.5 3.13 0  

36 kDa GAPDH 

圖十三、H1688 細胞在經過不同濃度  kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-

rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 處理後細胞週期調控相關蛋白與 p53 蛋白磷酸

化的情形。 
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圖十四、H1688 細胞在經過 5 mM NAC 和 1 mM 4-PBA 預先處理一小時後加入不同濃度 

kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 

(µg/ml) 其細胞存活率的變化。（以 One-way ANOVA 分析，並以 Tukey test 比較各實驗組

與對照組之間的差異。ns P>0.5; **P<0.001; **** P<0.00001） 
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圖十五、H1688 細胞在經過  5 µM Caffeine 預先處理一小時以後再加入不同濃度的

kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 後

細胞存活率的變化。（以 One-way ANOVA 分析，並以 Tukey test 比較各實驗組與對照組之

間的差異。***P<0.0001; **** P<0.00001） 

 

圖十六、 Kaempferol 3-O- β -d-xylopyranosyl-(1 → 2)- α -l-rhamnopyranosyl-7-O- α -l-

rhamnopyranoside 對正常上皮細胞的生長存活影響。 
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四、結論與應用 

本研究首度證實從花生膜萃取的新型山奈酚衍伸物 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-

(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside 對小細胞肺癌 H1688 有生長抑制的

作用，且透過 Annexin V 染色得知此藥物能使細胞週期停滯在 sub G1 進一步誘導細胞凋亡，

透過西方墨點法得知凋亡抑制蛋白 Bcl-xL 和 XIAP 以及 c-PARP、caspase-3 和-9 的蛋白表達

隨著 kaempferol 3-O-β-d-xylopyranosyl-(1→2)-α-l-rhamnopyranosyl-7-O-α-l-rhamnopyranoside

的濃度升高而增進，抗凋亡蛋白 Survivin 表達量則相反，同時我們也發現山奈酚衍伸物會造

成粒線體膜電位下降以及 cytochrome c 釋放。進而確認其凋亡機制是細胞凋亡酶依賴性細胞

凋亡（caspase-dependent pathway）且能透過內源性途徑誘導細胞凋亡，我們透過加入 ROS 抑

制劑 NAC 以及 ER Stress 抑制劑 4-PBA 的結果初步排除此兩種途徑。此外此藥物與許多

現行的化療藥物相同，在合併 Caffeine 後能夠顯著的增加藥物功效。本研究結果顯示了山奈

酚衍伸物的良好抗癌活性以及其與現行化療藥物的相似性質，期望未來以本研究結果進行延

伸，完整的了解其作用機轉並進一步分析體內抗癌功效，為小細胞肺癌的治療增添可能。 

機制圖 
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【評語】090001 

1. 標準的疾病模式的藥物篩選主題。針對研究主題的背景討

論清楚且切入主題。不過針對藥物篩選相關主題最為重要

的正常細胞的藥物處理實驗的實驗結果解讀與實驗結果 (圖

16) 有差距，若無法在後續對此部分作出更多討論是較為可

惜的部分。 

2. 此外，該藥物的名稱過長，建議使用縮寫取代，使內容較

好閱讀 

3. Phospho-p53 的數據需要再重複 

4. 5 uM Caffeine有毒殺的效果需要再確認 

5. 毒殺的機制需要再深入探討 

6. 已經有相關的論文發表如下，應參考。 

Kaempferol suppresses proliferation but increases 

apoptosis and autophagy by up-regulating microRNA-340 

in human lung cancer cells 

Kaempferol-induced growth inhibition and apoptosis in 

A549 lung cancer cells is mediated by activation of MEK-

MAPK 
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