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細胞膜上的死亡受體 TRAIL-R1
(DR4)在人參皂 Rh2 誘導肺腺癌細

胞凋亡的過程扮演重要的角色
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Rh2 是從紅參中萃取出來的一種二醇類人參皂，在過去的研究中發現其對於某些種類的

癌細胞具有抑制癌細胞增殖（antiproliferative effect）的作用，但其抗癌的分子作用機轉尚有未

清楚之處，本文以肺腺癌（A549）細胞作為研究，探討 Rh2 是否會對其生長造成影響，並進

一步探討其分子作用機轉。Rh2 處理後的肺腺癌細胞不論是在細胞形態上或是 TUNEL assay 及

DNA fragmentation analysis 都發現 Rh2 會造成肺腺癌細胞的凋亡，我們進一步探討其凋亡路徑，

分析了 Bcl-2 家族相關分子，發現其表現量無多大的變化，其凋亡路徑與粒線體凋亡路徑的 Bcl-2

家族無關。但分析了細胞膜上的死亡受體路徑，發現 TRAIL-R1（DR4）的表現量增加，所以

其凋亡路徑可能走的是細胞膜上的死亡受體路徑。在劊蛋白（caspase）方面，caspase-2, -3

及-8 有被活化的現象，若加入 caspase-8 的抑制劑則會影響 caspase-2 及-3 的活化，所以可能是

先活化了 caspase-8，之後再活化 caspase-2 及-3。

關鍵詞：人參皂 Rh2，肺腺癌（A549）細胞，凋亡路徑。

前    言

近幾年來，癌症的發生高居國人十大死因的第一位。世界衛生組織更將癌症列為二十一世紀的三大殺

手之一。最近的統計更顯示，在台灣約每 9 分 20 秒就發現一個新的癌症個案，其中肺癌（lung cancer）在

男性人口十大癌症發生率佔第二名，為女性人口死亡率的第一名，顯示到目前為止，臨床上並無藥物可有
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效的控制及治療肺癌的發生。臨床上肺癌分為兩大類，即小細胞癌（Small Cell Lung Cancers, SCLCs）與非

小細胞癌（Non-Small Cell Lung Cancers, NSCLCs），多數的患者屬於非小細胞癌，肺非小細胞癌又可分為肺

腺癌（adenocarcinoma lung cancer）、肺鱗狀細胞癌（squamous cell lung cancer）和肺大細胞癌（1arge cell lung

cancer），其中肺腺癌為肺癌患者中最常見，無吸煙者所罹患肺癌常為此類，而肺鱗狀細胞癌則常見於吸煙

患者當中。

先前的研究認為化學治療的作用是在於造成腫瘤細胞的壞死，但近年來的文獻報導指出許多抗癌劑是

造成細胞生理的混亂，進而引起細胞的計劃性死亡（programmed cell death）1，所謂計劃性死亡幾乎存在所

有組織細胞，當細胞老化、受損、失去功能時，多數細胞會經由自殺行為來清除這些無用的細胞 2，這樣的

死亡方式有別於一般的壞死，稱為細胞凋亡（apoptosis）。正因為細胞凋亡不會像壞死一樣引起發炎反應

（inflammation），且凋亡的細胞很快會被鄰近細胞吞噬分解，所以以往一直未被注意，目前經由對線蟲類

（caenorhabditis elegans）的研究，已分離出許多調控細胞凋亡的基因 3，也認同 apoptosis 需透過許多內在及

外來的訊號分子調控 4。在哺乳動物中最早被分離出的是 bcl-2 基因，當 bcl-2 gene 過度表現會抑制 apoptosis

的進行，某些癌症就是依賴 bcl-2 及相關基因，來防止細胞死亡。而前列腺癌、大腸癌的預後也和 bcl-2 的

表現有關 4。另外，p53 gene 也被廣泛研究，當 DNA 受損時，p53 大量表現，使細胞停留在G1 期，以進行

修補或是誘導細胞死亡。在某些癌症，可以偵測到 p53 gene 的缺陷 5。而 PARP（Poly ADP-Ribose Polymerase）

作用和 p53 類似 6，具有修補缺損DNA 的功能與細胞週期之進行有關 7。

以往抗癌劑只是手術及放射線療法的輔助，直到 1980 年代，新的抗癌劑、投藥方式還有合併療法的

進步，對某些癌症，如小兒急性淋巴性白血病，成人急性非淋巴性白血病，睪丸癌等已可達治癒效果。因

此，癌化學療法已和手術、放射線治療合併成為治療腫瘤的重要方法 8。抗癌劑的主要作用之一是干擾細

胞週期的進行，影響 DNA，RNA 及蛋白質的合成，以達到抑制腫瘤細胞的增殖 8。許多中藥也可以抑制

腫瘤生長或誘導腫瘤凋亡，但其中是否含具抗癌的化學成分，或促進細胞的凋亡達到殺死腫瘤細胞的效應，

是值得探討的。

傳統中藥使用以複方為主，加上中藥成分複雜，所以在研究上受到許多限制，但隨著藥理學的發展，

許多中藥的有效成分已被確定，且進一步分離出來，對於研究的進行頗有助益。以人參為例，其屬於五加

科植物，始載於神農本草經，列為上品，歷代本草皆有收載。其種類繁多 9，主治方面多強調其大補元氣，

治療內傷及一切血證 10。而早在 1858 年 Grarrique 就已經自美國人參分離出粗皂 11，但直到 1950 年代中

期，對人參的化學成分分析才有顯著進展，尤其在 1960 年代以後，陸續有研究發現人參皂（ginsenoside）

是人參生理活性的主要成分 9。各國科學家進行大量的研究，以探究人參皂的有效成分及其機理，某些人

參皂的生物活性已被確認，包括對心肌細胞及神經細胞的離子通道活性之改變 12-14，對蛋白質、脂質合成

之活化 15,16，對DNA、RNA 的合成調整 17,18均有影響。

Rh 類的人參皂在 1980 年代中期被分離出來 19,20，它們存在紅參中，Rh2 為二醇型人參皂，其結構

式畫於圖 1A。所以 Rh2 的來源為人參的根，人參根炮製成紅參，紅參裡面含有許多人參皂，而 Rh2 是屬

於二醇類人參皂。



楊淑媚  陳延年  蔡昆道 275

Rh2 的相關實驗做的最多的是日本人和韓國人，這可能與該國家有種植人參有關，人參其栽種需特別的環境，

而且Rh2 在紅參中的含量極少，取得不易。

Rh2 抑制癌細胞生長的動物實驗中，日本的一個研究團隊研究做的很詳盡，他們在裸鼠身上種植人類卵

巢癌細胞，再口服Rh2，證實Rh2 可以抑制癌細胞的生長，並且在 1990，1993，1998 發表他們的研究成果 22-24。

細胞實驗中有一個南韓的漢城大學與釜山大學合作的研究團隊，他們以 SK-HEP-1 這株肝癌細胞為研

究對象，證實Rh2 可以使癌細胞的細胞週期停滯（cell cycle arrest），並且造成癌細胞的凋亡（apoptosis）25,26。

日本亦有做相關的實驗，他們取的是 murine 的 B16 melanoma 這株細胞，也證實了 Rh2 可使癌細胞的細胞

週期停滯在G1 期 27。

由於台灣 Rh2 的相關實驗做的很少，在國際上無相關論文發表，所以本實驗取人類肺腺癌細胞株 A549

來進行實驗，看是否會抑制癌細胞的生長以及探討其分子作用機轉。

材料與方法

一、實驗材料

(一)細胞株來源：

本實驗所使用之細胞株A549、CH27、H460 為人類肺癌細胞株（human lung cancer cell lines），由美國

組織細胞庫（ATCC）購得。A549 為肺腺癌細胞株（lung adenocarcinoma cell line）；CH27 為肺鱗狀細胞癌

細胞株（squamous lung cancer cell line）；而H460 則為大細胞肺癌細胞株（large cell lung cancer cell line）。

(二)實驗試劑Rh2：

由台灣生福生技公司提供，粉劑溶於DMSO 及 100 % alcohol 中，比例為 1：5。

二、實驗方法與步驟

(一)細胞培養：

1. 細胞培養液的配製

將RPMI 1640 粉末先溶於約 9.5 L Mili-Q去離子水中，加入 20 g 的NaHCO3，再用HCl 調整 pH至 7.0~7.2

圖 1A：Rh2 的結構式 21。Rh2 為二醇類人參皂，其四個碳環上的醇基「OH」個數為二。Ginsenoside Rh2 又

名 20 (s)-protopanaxdiol-3-0-β-D-glucopyranoside，分子量 622。
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後以Mili-Q 去離子水補足體積至 10 L，然後以 0.22 µm 的過濾器過濾滅菌，最後儲存於 4 °C 冰箱備用。

2. 完全培養液

每 500 mL RPMI 1640 細胞培養液添加 100 IU/mL 青黴素（Penicillin）、100 µg/mL 鏈黴素（Streptomycin）、

2 mM 麩胺酸（L-glutamine）、100 µM 非必須胺基酸（non-essential amino acid），1 mM 焦葡萄酸鈉（sodium

pyruvate），最後加入 10 %胎牛血清（fetal bovine serum, FBS）即得。

3. 細胞株的培養

H460、A549 和CH27 三種肺癌細胞株，均以RPMI 1640 完全培養液培養於 37 °C、5 % CO2的培養箱

中；繼代培養（subculture）時，先用 PBS（Phosphate-Buffered Saline）清洗 1 至 2 次，再以TEG（0.05 mM trypsin、

2.5 mM EDTA 和 2.8 mM glucose）處理數分鐘，使細胞與培養皿底解離，最後分種於新的細胞培養皿中，

每一培養皿注入約 7 mL 的細胞培養液，細胞培養液每兩天更換一次。

(二)細胞數目的測定：

將培養於細胞培養皿的細胞經 TEG 處理過後，以 3~5 mL 的培養液將細胞打下來，使用血球計數器

（hemocytometer）計算所有的細胞數目，接著以每mL 有 1 × 105個細胞分種於 12 孔細胞培養盤中，每孔加

入 1 mL 細胞與培養液的混和液，均勻搖散細胞後，將細胞培養於 37，5 % CO2的培養箱中，經 24 小時後

給予各濃度藥物（4.8 µM，16 µM，48 µM）處理，再經 8、16、24、48、72 小時後，以血球計數器計算各

孔盤內的細胞數，每一藥物濃度處理為三重覆。

(三)細胞內分子之螢光染色（Intracelluar fluorescence staining）

1. 懸浮或漂起的細胞：

收集細胞培養液以 3600 rpm離心 5 分鐘，沉降之細胞以含有 2 mM EDTA 的PBS（Phosphate buffer saline）

溶液清洗後再離心，然後細胞以 75 % ethanol 浸泡並置於-20 °C 固定 l 小時，再以 PBS 清洗離心，倒掉上清

液，加入 0.1 % Triton X-100 in PBS 在室溫下處理 30 分鐘後重複清洗離心的步驟。加入 1 µg/mL DAPI 置黑

暗中染色 l 小時，最後經 2 次以上的清洗去除多餘的染劑後加入少許 PBS 使細胞懸浮其中，將懸浮液倒在

培養盤中於螢光顯微鏡下觀察、拍照。

2. 貼附在培養皿的細胞：

附著在培養盤之細胞以 PBS 清洗後，用 75 % ethanol 在-20 °C 下固定 1 小時，再以 0.1 % Triton X-100 in

PBS 處理 30 分鐘使細胞膜產生孔隙得以讓染劑進入。30 分鐘後以 PBS 清洗後加入DAPI 染劑在黑暗中染色

1 小時，以 PBS 清洗多餘染劑之後置螢光顯微鏡下觀察、照相。

(四)DNA 的萃取和電泳分析

收集細胞以 3600 rpm室溫下離心 10 分鐘，沈降下來的細胞以PBS清洗後再離心。倒掉上清液加入 800 µl

細胞溶解液（extraction buffer: Tris 50 mM, EDTA 10 mM, Triton X-100 0.3 %）置冰上作用 20-30 分鐘，加入 20 µl

RNase 於 55 °C 水浴作用 30 分鐘後再加入 20 µl proteinase K 置 55 °C 水浴 10 分鐘，快速離心後取上清液以

等體積的酚（phenol）萃取 1 次，氯仿（chloroform）萃取 2 次，依次將細胞溶出液與有機溶劑充分混合均

勻，離心 5 分鐘後，收集水層並加入 10 %體積NaOAc，再加入 2.5 倍體積冰冶的 100 % ethanol 置-20 °C 沈
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降一夜。沈降完畢後以 12,000 rpm 離心 20 分鐘，倒掉上清液，以棉籤將管壁拭乾，加入TE buffer（10 mM Tris,

pH 7.0, l mM EDTA）混合均勻後，置 65 °C 水浴 1 小時使之完全溶解。取 5 µl 稀釋 100 倍，在波長 260 nm

下測定吸光值，計算核酸濃度（µg/mL）。取樣品 10 µg DNA 加 2 µl 的 10 × DNA loading dye 並置 65 °C 水浴

1 小時，配製 2 % agarose gel（2 g agarose in 100 mL 0.5 X TBE），最後將樣品DNA 注入電泳膠孔槽，以 0.5 X

TBE buffer【0.5 X TBE buffer containing: Tris 5.4 g, boric acid 2.75 g，2 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)】為電泳緩衝

液，電壓 25 Volts 跑 16-18 小時。

(五)凋亡細胞之偵測-TUNEL 分析

染色體斷裂為細胞凋亡的普遍現象，造成許多 DNA 3′OH 端的暴露。DNA 3′OH 端可被量化，以偵測

細胞凋亡，而不需溶解細胞。

1. 細胞用 paraformaldehyde 固定在 PBS 中，接著用乙醇固定。

2. 細胞清洗後在 37 °C 緩衝液與 TdT enzyme (terminal deoxynucleotidyl transferase) 與 Br-dUTP

(bromodeoxyuridine triphosphate) 反應 60 分鐘。在這過程中，bromodeoxyuridine 結合進入 3'DNA

端。

3. 在 bromodeoxyuridine 處理後，標示的細胞徹底的沖洗後與 bromodeoxyuridin 的抗體 FITC

(fluorescein isothiocyanate) 培養 30 分鐘。FITC 標示的 anti-bromodeoxyuridine 抗體指出 3′自由端

的數目。細胞的RNA 被消化與所有的DNA 被含RNase A plus propidium iodide 染色。以 propidium

iodide 對細胞染色用來檢測細胞DNA 的總量。

4. 著色的細胞用 flow cytometry 分析

flowcytometer用argon laser發出488 nm的光以分析FITC與propidium iodide信號。FITC在520 nm

波長顯示螢光，propidium iodide 在 623 nm 波長顯示螢光，然而，FITC 與 propidium iodide staining 只

能觀察單一樣品。

(六)蛋白質定性與定量的分析：

1. 蛋白質的萃取（Protein Extraction）

將細胞用冰的 PBS 洗二次後用刮棒刮下，於 4 °C 下 5000 rpm 離心 5 分鐘，倒掉上清液並用棉棒將

多餘的水吸乾，加入適量的 RIPA buffer [50 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 0.25 % Na

Deoxycholate, 5 mM EDTA (pH 8.0), l mM EGTA (pH 8.0), *l mM DTT, *5 µg/mL Leupeptin, *0.2 mM PMSF,

*5 µg/mL Aprotinin, *1 mM Na Vanadate, *l mM NaF (*add before use)]，將細胞 pellet 均勻打散置於冰上作用

20 分鐘，接著以超高速離心 55000 rpm、4 °C、30 分鐘，收集上清液，以 Bradford 的方法測量蛋白質溶液，

在波長 595 nm 下的吸光值，換算成蛋白質濃度（g/l）[以一系列已知濃度的 BSA 做成之 standard curve

換算蛋白質濃度。以每個 eppendorf tube 50 µg 的蛋白質分裝並用 RIPA buffer 調整成相同體積，接著再

加入調整完體積的蛋白質溶液 1/3 量的 4 X protein loading dye (8 % SDS, 0.04 % Serva blue R-250, 40 %

glycerol, 200 mM Tris pH 6.8, 10 % 2-mercaptoethanol)，以 95 °C 乾浴加熱變性 10 分鐘後，即可置於-80 °C

中保存。
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2. 聚丙烯醯胺膠體電泳法（SDS-PAGE Assay）

將蛋白質依分子量分離利用 SDS-PAGE，首先配製 1.5 mm 厚的 discontinuous acrylamide gel, gel 分上下

兩層，下層 separating gel 其 acrylamide 的百分比視分析蛋白質分子量而定，上層的 stacking gel 則含 4 %

acrylamide。配製完成的膠體放置於電泳槽內，加入電泳緩衝液（running buffer: 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1 %

SDS）。接著將萃取出的蛋白質與 4 X protein loading dye 混合液再以 95 °C 乾浴加熱變性 10 分鐘，冰浴冷卻

後離心。將各 sample 及標示標準分子量的 Multimaker 依序注入膠體的孔槽中，通以電壓 80 Volts，待樣品

通過 stacking gel 後電壓調整為 100 Volts，當 serva blue R-250 的 dye 跑到膠片底部或視其需要，即可將電源

關閉。

3. 西方轉漬法（Western blot）

將PVDF membrane浸於methanol數秒後以Mill-Q水浸濕，接著裁好的濾紙與membrane先浸泡在 transfer

buffer（50 mM tris, 40 mM glycine, 0.375 % SDS，pH 9.0-9.4; 20 % methanol）中。栽下電泳膠中所要轉漬的

區域後，亦浸泡於 transfer buffer 中。轉印石墨板之正極板以 transfer buffer 潤濕後，依序重疊平鋪 4 張濾紙、

membrane、gel、4 張濾紙，最後蓋上以 transfer buffer 潤濕的負極石磨板，設定電流（電流 = 濾紙面積 × 9/7

× 疊數)，通電流經 1 小時又 10 分鐘後將membrane 取出，浸泡於 5 % non-fat milk/TBST 中，於室溫下搖晃

至少 30 分鐘。以TBST buffer（24.22 g Tris, 87.75 g NaCl, 10 mL Tween 20, 加水調到 1 L）清洗membrane 10

分鐘三次，加入一級抗體，並置於 4 °C 下作用一天。

隔日先以TBST buffer 清洗membrane 10 分鐘三次，加入二級抗體，使其在室溫下搖晃作用 1 小時之後，

再用 TBST buffer 清洗 10 分鐘三次，接著在暗房中將 membrane 與 ECL（enhanced chemi-luminescence）反

應後，裝於透明塑膠袋內並置於壓片夾中，以X-ray film 感光顯影，再以自動沖片機沖片。

(七)Caspase activity assay（caspase 活性分析）

Caspase 的活性以原廠的提供步驟進行。簡述之，即細胞溶液（100 µg 總蛋白）加入反應混合物（最後

容量 50 µ1）內含螢光氨基酸物質為 caspase 的分解基質（即 caspase-l（YVAD-AFC），caspase-3（DEVD-AFC），

caspase-8（IETD-AFC）與 caspase-9（LEHD-AFC）的反應基質（substrates）。此反應在 37 °C 中作用 2 小時。

螢光用 fluorescence microplate reader（excitation wavelength, 400 nm; emission wavelength, 505 nm）偵測。

(八)統計分析（statistical analysis）

所有資料於此報告中以三個獨立的實驗後以mean ± SD 評估。統計誤差以 Student’s t-test，其 p 值設在*,

p < 0.05，**, p < 0.01，***, p < 0.001。

結    果

一、Rh2 對肺腺癌細胞的抑制增殖作用

三種人類肺癌細胞株A549（肺腺癌細胞）、CH27（鱗狀細胞癌）、H460（大細胞癌）以每孔 1 × 105的

細胞密度植入 12 孔的培養盤中，分別以 0、4.8 µM、16 µM、48 µM 的Rh2 處理 72 小時。每二天重新更新
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含有藥劑的培養液，分別於給藥的 8、16、24、48、72 小時後，以Trypan blue dye 染色，利用血清計數器計

算出確實的細胞數目，而得一細胞生長的曲線圖（圖 2A）。由圖 2A 得知對三株肺癌細胞株均有顯著且相近

的生長抑制作用，隨著劑量的增加及作用時間的加長，Rh2 對肺癌細胞的抑制增殖作用愈強，呈現劑量-時

間依存效應（dose-and time-dependent response）。細胞在處理 16 µM、48 µM 的濃度下經過 16 小時即有明顯

的生長抑制現象。48 µM Rh2 經 24 小時的培養發現細胞的增殖現象幾乎完全的被抑制，48 小時之後的培養

發現細胞的數目明顯減少，有漂浮死亡的細胞出現，到了 72 小時肺癌細胞幾乎全數死亡。

圖 2A：Rh2 抑制肺腺癌細胞的增殖。三種肺癌細胞（A549, CH27, H460）分別處理不同濃度的 Rh2（0, 4.8, 16, 48 µM），

0, 8, 16, 24, 48 及 72 小時後以 Trypan blue dye 染色，用血清計數器直接計數癌細胞的數目。隨著劑量的增加及

作用時間的加長，Rh2 對肺癌細胞的抑制增殖作用愈強，呈現劑量-時間依存效應（dose-and time-dependent
response）。圖中 Rh2 濃度 3, 10, 30 µg/mL 分別等於 4.8, 16, 48 µM。
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圖 2B：Rh2 造成癌細胞形態上的改變。三種肺癌細胞（A549, CH27, H460）分別未處理及給予 48 µM Rh2，48 小時後

在顯微鏡下觀察細胞的形態（morphology），下排三個圖為 Rh2 處理組，細胞的數目減少且細胞的外形也有

改變--細胞較皺縮。此圖為顯微鏡放大倍率 100 倍；scale bar，20 µm。
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於顯微鏡下觀察三種人類肺癌細胞株A549（肺腺癌細胞）、CH27（鱗狀細胞癌）、H460（大細胞癌）處理 48

µM Rh2 後之形態變化，發現給藥 8, 16, 24 小時可看出處理組的生長受到抑制，48 小時後細胞的數目明顯少

於未處理藥物之對照組（圖 2B），除了細胞的數目減少之外細胞的形態（morphology）也有所不同，細胞變

的較皺縮，甚至有細胞無法貼附在培養皿上而飄浮起來。

由上面的結果得知Rh2 對肺腺癌細胞有抑制增殖作用，這樣的作用是否會對正常的細胞也會造成影響，

於是本實驗取大鼠的肝臟星狀細胞（rat hepatic stellate cells）、內皮細胞（rat endothelial cells）及人類肺纖維

細胞（WI-38 human lung fibroblast）當作正常細胞，分別未處理及處理 48 µM Rh2，培養 0-6 天，Trypan blue

dye 染色後以血清計數器計算細胞數目。結果發現 Rh2 會抑制肺腺癌細胞株的增殖，且長時間處理會造成細

胞死亡，但對這三株正常細胞的生長會抑制，但並不會造成正常細胞的死亡（圖 2C）。圖中 Rh2 似乎會造

成WI-38 細胞的死亡，這有可能是因為被長時間抑制後，細胞走向死亡（second effect），這樣的死亡與Rh2

引發的腫瘤細胞凋亡可能不一樣。

二、Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡

肺腺癌A549 細胞以 48 µM Rh2 處理 48 小時後，用位相差顯微鏡觀察顯示細胞質及核濃縮，細胞圓起

飄浮於培養盤中（圖 3A 右上及 2B 左下圖），顯示細胞死亡。我們進一步檢視細胞死亡是否經由凋亡路徑，

我們以TUNEL（terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling）assay 將DNA 3′OH 端

接上螢光，在螢光顯微鏡下觀察，與對照組（control）比較，處理組螢光明顯增加，顯示 Rh2 造成肺線癌

細胞 DNA fragmentation 而造成凋亡（圖 3A 右下圖）。DNA 電泳分析再確認 Rh2 處理之細胞是死於細胞凋

圖 2C：正常細胞對 Rh2 較具抗性。取大鼠的肝臟星狀細胞（rat hepatic stellate cells）、內皮細胞（rat endothelial cells）
及人類肺纖維細胞（WI-38 human lung fibroblast）當作正常細胞，分別未處理及處理 48 µM Rh2，培養 0-6
天，Trypan blue dye 染色後以血清計數器計算細胞數目。結果發現同樣濃度之 Rh2 會顯著抑制肺腺癌細胞的

增殖，但對正常細胞存活之影響較不大，不會直接造成正常細胞的死亡。



楊淑媚  陳延年  蔡昆道 281

   Control            RH2

  
TU

N
EL

  
  

  
  

 P
ha

se

圖 3A：Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡–TUNEL Assay。肺腺癌 A549 細胞以 48µM Rh2 處理 48 小時後，用 TUNEL（terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling）assay 將 DNA3′OH 端接上螢光，在螢光顯微

鏡下觀察，與 control 組相比較螢光明顯增加，顯示 Rh2 造成肺腺癌細胞 DNA 斷裂。

圖 3B：Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡–DNA fragmentation analysis。Lane 2：肺腺癌 A549 細胞以 48 µM Rh2 處理 72 小時

後，萃取 DNA 跑電泳（2 % agarose gel），與對照組（Lane 1）相比較，肺腺癌細胞的 DNA 斷裂（fragmentation）
成 180-200 bp 的倍率。Lane M 為 DNA size marker。



Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡282

亡之作用，肺腺癌A549 細胞以 48 µM Rh2 處理 72 小時後，萃取DNA跑電泳（Lane 2），與對照組（Lane 1）

相比較，肺腺癌細胞的 DNA 有斷裂（fragmentation）的情形，其斷裂的長度大約為 180-200 bp 的倍率（圖

3B）。所以這兩個實驗都說明了Rh2 會造成肺腺癌細胞的DNA 裂解而使細胞凋亡。

三、Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡非經由粒線體凋亡路徑

細胞進行凋亡有許多路徑，其中較有名以及研究較透徹的為粒線體路徑及細胞膜上死亡受體路徑。粒

線體中的 Bcl-2 家族蛋白質在細胞凋亡的控制過程中扮演相當重要的角色，這一群蛋白質可分為促進細胞凋

亡的分子（pro-apoptotic mo1ecules）及抑制細胞凋亡的分子（antiapoptoic mo1ecules）兩大類。

實驗由 TUNEL assay 及 DNA fragmentation analysis 的電泳表現知道 Rh2 會造成肺腺癌細胞的凋亡，

為了進一步了解所造成的凋亡路徑為何，首先實驗分析 Rh2 是否會對 Bcl-2 家族造成影響，肺腺癌細胞分

別未處理及處理48 µM Rh2，經過24, 36, 48及72小時後，以Western blot來分析Bcl-2家族中相關分子（Bcl-2,

Bcl-XL, Bax 及 Bak）的表現。其中 Bcl-2, Bcl-XL是抑制凋亡分子；Bax 及 Bak 是促進凋亡分子。結果 Bcl-

2 家族中相關分子未處理及處理 Rh2 其表現量皆無變化，顯示 Rh2 誘導肺腺癌細胞的凋亡路徑為 Bcl-2

independent（圖 4A）。我們亦藉由肺腺癌細胞載入 adenoviral 及 adeno-Bcl-2 viral vector 使 Bcl-2 過度表現

來看結果，發現 Bcl-2 的過度表現並不會影響 Rh2 所造成的癌細胞死亡情形，因此證實 Bcl-2 家族並沒有

參與 Rh2 誘發的凋亡路徑（圖 4B）。

四、Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡與細胞膜上死亡受體路徑有關

本實驗進一步觀察Rh2 是否會對細胞膜上死亡受體路徑造成影響，肺腺癌細胞分別未處理及處理 48 µM

Rh2，經過 24, 36, 48 及 72 小時後，以Western blot 來分析細胞膜凋亡路徑相關分子[ FasL/Fas，DR4（TRAIL-

圖 4A：Bcl-2 家族之分子未參與 Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡之路徑。肺腺癌細胞分別未處理及處理 48 µM Rh2，經過 24,
36, 48 及 72 小時後，以 Western blot 來分析 Bcl-2 家族中相關分子（Bcl-2, Bcl-XL, Bax 及 Bak）的表現。其中

Bcl-2, Bcl-XL 是抑制凋亡分子；Bax 及 Bak 是促進凋亡分子。結果 Bcl-2 家族中相關分子未處理及處理 Rh2 其

表現量皆無變化，顯示 Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡的過程中不需要 Bcl-2 家族分子的參與。
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圖 5A：Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡路徑與 DR4 有關。肺腺癌細胞分別未處理及處理 48 µM Rh2，經過 24, 36, 48 及 72
小時後，以 Western blot 來分析細胞膜凋亡路徑相關分子（Fas, FasL, DR4, DR5, TNF-RI 及 TNF-RII）的表

現。結果 DR4 的表現量增加，顯示 Rh2 誘導肺腺癌細胞的凋亡路徑與細胞膜上之 DR4 有關。

圖 4B：Bcl-2 家族之分子未參與 Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡之路徑。肺腺癌細胞載入 adenoviral 及 adeno-Bcl-2 viral vector
16 小時後加入 48 µM Rh2，72 小時後觀察細胞的存活情形。外加 Bcl-2 會使 Bcl-2 過度表現（見下方 Western blot
圖），但 Bcl-2 的過度表現並不會影響 Rh2 所造成的凋亡現象。
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R1），DR5（TRAIL-R2），TNF-RI 及 TNF-RII]的表現。結果 DR4（TRAIL-R1）的表現量增加，顯示 Rh2

誘導肺腺癌細胞的凋亡路徑與細胞膜上之 DR4 路徑有關（圖 5A）。同樣為了證實這個論點，實驗加入抑制

DR4 表現的抑制劑（DR4：Fc）來探討Rh2 所造成的凋亡情形，當加入 30, 100 及 300 ng/mL 的DR4：Fc，

Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡的情形會減弱，且抑制劑的劑量增加，抑制的效果越強（dose-dependent），P 值分

別為 0.0024，0.0008 及 0.0002，具統計學上極顯著的差異，更一步證實了 Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡路徑與

DR4 有關（圖 5B）。

圖 5B：Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡路徑與 DR4 有關。DR4：Fc 為抑制 DR4 表現的抑制劑，當我們加入 30, 100 及 300
ng/mL 的 DR4：Fc，Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡的情形會減弱，且抑制劑的劑量越重抑制的效果越強（dose-
dependent），P 值分別為 0.0024，0.0008 及 0.0002，有極顯著的差異。所以 Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡路徑

與 DR4 有關。註：Apoptotic cell 是以 TUNEL assay 方式評估。

圖 6A：Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡造成劊蛋白（caspase）活化。48 µM Rh2 作用肺腺癌細胞 24, 36, 48 及 72 小時後，以

caspase activity assay kit 測 caspase 的活性，結果 caspase-3, -8, -2 活性有上升，caspase-6, -9 活性沒有多大改變。
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Rh2 會誘導肺腺癌細胞凋亡，無論是走粒線體路徑或細胞膜上死亡受體路徑都會活化劊蛋白

（caspase），所以進一步探討Rh2 活化了哪些 caspase 進而促使細胞凋亡。48 µM Rh2 作用肺腺癌細胞 24, 36,

48 及 72 小時後，以 caspase activity assay kit 測 caspase 的活性，結果 caspase-3, -8 及-2 活性有上升，caspase-

6 及-9 活性沒有多大改變（圖 6A）。因此進一步加入 caspase 抑制劑觀察是否會抑制 Rh2 的作用，將肺腺癌

圖 6B：Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡造成劊蛋白（caspase）活化。肺腺癌細胞細胞先加入某一種 caspase 抑制劑（100 µM），

2 小時後再加入 Rh2，72 小時後再分析 Rh2 造成的凋亡情形。結果發現加入 caspase-2, -3, -8 抑制劑者，會抑

制 Rh2 所造成的凋亡，其抑制的程度分別為 30 %, 48 %及 65 %，所以又進一步證實 Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡

與 caspase-2, -3 及-8 有關。caspase-2 的抑制劑為 z-VDVAD-fmk；caspase-3 的抑制劑為 z-DEVD-fmk；caspase-8
的抑制劑為 z-IETD-fmk；caspase-9 的抑制劑為 z-LEHD-fmk。

圖 6C：Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡是經由 caspase-8 的活化。肺腺癌細胞加入 Rh2 合併 100 µM caspase-8 的抑制劑（z-
IETD-fmk）後，以 caspase activity assay kit 看 caspase-2, -3, -8 的活性表現，與單純加入 Rh2 者相比較，caspase-2,
-3, -8 三者的活性皆下降。因此，Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡的路徑可能是先誘發 caspase-8 活化，再誘發 caspase-2,
-3 的活化，所以抑制了 caspase-8 的活性會影響 caspase-2 及-3 的活性。
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細胞細胞先加入某一種 caspase 抑制劑（100 µM），2 小時後再加入 Rh2，72 小時後觀察 Rh2 造成的凋亡情

形。結果發現加入 caspase-2, -3, -8 抑制劑者，會減弱Rh2 所造成的凋亡，其抑制的程度分別為 30 %，48 %

及 65 %，所以又進一步證實 Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡與 caspase-2, -3 及-8 有關（圖 6B）。實驗又假設 Rh2

是先活化了 caspase-8，再活化其他的 caspase，因此將肺腺癌細胞加入 Rh2 合併 100 µM caspase-8 的抑制劑

（z-IETD-fmk）後，以 caspase activity assay kit 觀察 caspase-2, -3, -8 的活性表現。其結果與單純加入Rh2 者

相比較，caspase-2, -3, -8 三者的活性皆下降。因此，Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡的路徑可能是先誘發 caspase-8

活化，再誘發 caspase-2, -3 的活化，所以抑制了 caspase-8 的活化會影響 caspase-2 及-3 的活化（圖 6C）。

討    論

一、Rh2 造成肺腺癌細胞的凋亡

細胞凋亡會有形態上的變化也會有DNA fragmentation 的現象，本實驗從TUNEL（terminal deoxynucleotidyl

transferase mediated dUTP nick end labeling）分析及萃取DNA 跑電泳，都可發現Rh2 會造成肺癌細胞的凋亡。

在其他許多學者所做的Rh2 抗癌研究方面，也發現Rh2 會造成癌細胞凋亡這樣的結果 28-35。

Rh2 會造成癌細胞DNA fragmentation 進而造成細胞凋亡。至於DNA fragmentation 會斷裂成 180-200 bp

倍率的固定長度的原因，可能是細胞凋亡的過程中基因體是以 domain cleavage 的方式切成 200-300 kb 的斷

片，第二期則是Wyllie 所發現的DNA laddering，其具有酵素活性是 fragmentation nuclease 故造成 180-200 bp

倍率的規則斷片。

二、Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡之途徑（apoptosis pathway）

細胞進行凋亡有許多路徑，其中較有名以及研究較透徹的為粒線體路徑及細胞膜上死亡受體路徑。在

處理 Rh2 後 Bcl-2 家族中相關分子其表現量在 Western blot 的圖中皆無變化。若大量表現 Bcl-2 也無法影響

Rh2 造成的凋亡結果，顯示 Rh2 誘導肺腺癌細胞的凋亡路徑與 Bcl-2 家族分子相關性不大（圖 4A）。許多其

他學者的研究亦看到同樣的結果 26, 30-32，表示 Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡之途徑非經由粒線體及 Bcl-2 家族調

控的凋亡路徑，之前的學者僅探討了粒線體上的一些促進或抑制凋亡的分子，如 bcl-2, Bcl-XL, 或Bax，這些

分子皆與 Rh2 誘導細胞凋亡無關。本實驗除了呼應了先前學者的結果，更進一步尋找到更可能的凋亡途

徑—DR4（TRAIL-R1）。

本實驗發現 Rh2 在誘發肺腺癌細胞凋亡的過程中 DR4（TRAIL-R1）的表現量增加，顯示 Rh2 誘導肺

腺癌細胞的凋亡路徑或許與細胞膜上之 DR4 有關（圖 5A）。細胞膜上死亡受體路徑則是經由活化細胞膜上

Fas、TNFR 或 TRAIL-R 等死亡受體，吸引 FADD 與之結合，接著再與 procaspase-8 結合形成 DISC（death-

inducing signaling complex），將 caspase-8 活化後再直接活化 caspase-3，或者 caspase-8 的活化促使 Bcl-2 家

族成員 Bid 的裂解，tBid 位移至粒線體，促使粒線體釋放出 cytochrome c 接著活化 caspase-9 和 caspase-3。

在臨床上有許多疾病的發生就是經由這條路徑，例如，呼吸性融合病毒（RSV）是常見的小兒呼吸道感染
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原，人體清除受RSV 感染的呼吸道細胞使之凋亡，透過的路徑是經由TRAIL/DR4, 5 來達成 36。另外第一型

的糖尿病其胰島素的分泌不足可能與 Beta-cell destruction 有關，而 Beta-cell 的死亡路徑可能與 TRAIL death

pathway 有關 37。連慢性胰臟炎也與這條路徑有關 38。所以在人體中這是一條重要的凋亡路徑也與許多疾病

息息相關。

本實驗 Rh2 會造成肺腺癌細胞的凋亡，其依循的是細胞膜上的死亡受體路徑，之後會活化一系列的劊

蛋白，由圖 6A 可看出 caspase-3, -8 及-2 活性有上升，加入三者的抑制劑亦會抑制其活性（圖 6B），實驗

更進一步將肺腺癌細胞加入Rh2 合併 caspase-8 的抑制劑（z-IETD-fmk）後，觀察 caspase-2, -3, -8 的活性表

現，其結果與單純加入Rh2 者相比較，caspase-2, -3, -8 三者的活性皆下降。因此，Rh2 誘導肺腺癌細胞凋亡

的路徑可能是先誘發 caspase-8，再誘發 caspase-2, -3的活性上升，所以抑制了 caspase-8的活性會影響 caspase-2

及-3 的活性（圖 6C）。這樣的結果與細胞膜上的死亡受體路徑，活化細胞膜上TRAIL-R 死亡受體，吸引 FADD

與之結合，接著再與 procaspase-8 結合形成DISC，將 caspase-8 活化後再活化 caspase-3 結果相符。

總結本實驗 Rh2 所造成的凋亡現象：Rh2 所誘發的凋亡路徑並非粒線體凋亡路徑而是細胞膜上的死亡

受體路徑，Rh2 會使DR4（TRAIL-R1）的表現量增加，先誘發 caspase-8，再誘發 caspase-2, -3 的活性上升，

使得分解DNA 的酵素活化，因而裂解DNA 成片斷，結果便造成肺癌細胞的凋亡（圖 7A）。

這樣的結論似乎已完整，然而仍有待進一步深入探討之處，在其他Rh2 的相關論文中，有人提出Rh2 會

造成Reactive Oxygen Species（ROS）的釋放增加 32，ROS 有許多功用 39，它可以 1. 活化NF-kB 或使之表現量

增加，2. 與粒線體凋亡路徑有關，3. 參與DNA 的受損與P53 的活化，4. 活化SAPK 凋亡路徑。ROS 的釋放

Rh2

Up-regulation of TRAIL-R1(DR4)

Activation of caspase-8

Activation of caspase-3, -2

DNA fragmentation

Apoptotic cell death

圖 7A：Rh2 造成凋亡之路徑圖。
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增加與 DR4（TRAIL-R1）的表現量增加，兩者之間是不是有關連性，或者兩者是不同的路徑表現，這則是

值得再進一步深入探討的地方。
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Ginsenoside Rh2 (Rh2), a purified ginseng saponin, has been shown to have antiproliferative
effects in certain cancer cell types. However, the molecular mechanisms of Rh2 on cell growth and
death have not been fully clarified. In this study, the anti-proliferative effect of Rh2 in human lung
adenocarcinoma A549 cells was investigated. Rh2-induced apoptosis was confirmed by TUNEL
assay and DNA fragmentation analysis. Results show that the administration of Rh2 caused an
increase in the expression level of TRAIL-R1 (DR4) death receptor but did not alter the level of other
death receptors and Bcl-2 family molecules. Furthermore, the Rh2-induced apoptosis was
significantly inhibited by DR4: Fc fusion protein, which inhibited the TRAIL-DR4-mediated
apoptosis. In addition, the caspase-2, -3 and -8 were drastically activated upon Rh2 treatment. The
inhibitors of caspase-2, -3, and caspase-8 markedly prevented the cell death induced by Rh2, and the
inhibitor of caspase-8 also significantly inhibited the activation of caspase-2, -3 and -8. This suggest
that the increase in the expression level of DR4-death receptor may play a critical role in the initiation
of Rh2-triggered apoptosis, and the activation of caspase-8/caspase-3 cascade also acts as the
executioner of the Rh2-induced death process.
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