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原始論文

去甲基斑蝥素誘發卵巢癌細胞凋亡
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去甲基斑蝥素（NCTD），來自斑蝥素的修飾化合物，先前研究證明可以誘

導癌細胞的凋亡。本研究旨在探討 NCTD 對於卵巢癌細胞中的抗癌活性和所涉

及的抗癌機制。卵巢癌細胞 SKOV-3 以濃度範圍 1 至 30 μg/ ml 的 NCTD 處理，

MTT 測定細胞活性，結果顯示 NCTD 對 SKOV-3 細胞的毒殺作用與劑量和作用時

間成正相關。用 3 μg/ ml 或更高的 NCTD 處理顯著增加了寡核苷酸形成，並伴隨

著 PARP 裂解的出現，這意味著細胞凋亡的發生。NCTD 的作用也導致細胞質中

細胞色素 c 釋放增加以及 caspase-3，-8 和 -9 的活化增加。另外，NCTD 增加促 /
抗凋亡蛋白的比例和減少 IAP 家族蛋白的表達，包括 cIAP1、cIAP2 和 XIAP。總

之，NCTD 是透過影響內在和外在路徑誘發卵巢癌 SKOV-3 細胞走向凋亡，因此

NCTD 有潛力成為卵巢癌的治療藥物。
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前言

上皮性卵巢癌是死亡率很高的疾病。在

美國的癌症統計中，2017年估計有 22440例

新病例並導致 14080人死亡 [1]。在癌症發生

的早期階段，缺乏特異性症狀及有效的篩選

方法，因此卵巢癌患者大約四分之三在晚期

才被診斷出來。大約 15 % 的上皮性卵巢癌診

斷時已為第四期癌症，其預後很差，五年存

活率僅 18.6 %。目前的治療方法是減積手術 

（cytoreductive surgery）切除腫瘤後，輔助化

療是標準的治療方式。然而，有四分之三的

患者可能復發，救援性化療和分子標靶治療

只能將大部分患者存活率延長數週到數個月

的時間 [2]。由於目前的治療策略效果有限，

治療失敗是導致高死亡率的其中一個因素。

因此，發展卵巢癌的新治療策略是必要的。

去甲基斑蝥素 （Norcantharidin, NCTD） 

是斑蝥素（cantharidin, CTD）的化學衍生

物，而斑蝥素則是由乾燥的斑蝥蟲體中純化

而得。根據文獻指出，斑蝥素具有抗腫瘤效

應，但是此藥對泌尿系統有嚴重的副作用。
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經化學結構改變的 NCTD具有毒性較低且易

於合成的優點 [3]，且保留抗腫瘤效果。許多

有關 NCTD 抗腫瘤的研究已陸續被報導。文

獻報告中指出，NCTD 可以經由誘發細胞凋

亡、細胞自噬或細胞週期停滯等相關機轉來

抑制癌細胞株的生長，包括口腔癌、肝癌、

血癌、大腸直腸癌、乳癌、黑色素細胞瘤、

膽囊癌及前列腺癌等 [4-14]。在動物實驗中

顯示，NCTD 可抑制血管新生、肺轉移及延

長存活率。而在分子機轉中，NCTD 透過活

化 caspases、調控 MAPKs 路徑、PKC 路徑、

Bcl-2 家族相關蛋白、抑制抗藥性機轉並抑制

腫瘤細胞之侵犯與轉移等相關蛋白而引發的

抗腫瘤效應 [9, 15-17]。

我們之前的研究已經證實，NCTD可

誘導大腸直腸癌、乳癌和前列腺癌細胞株

的細胞凋亡 [13, 18, 19]。此研究進一步探討 

NCTD是否能抑制卵巢癌細胞株的生長，並

研究其相關的機轉。

材料與方法

1. 細胞株及藥品

NCTD購自SIGMA（St ,  Lou i s ,  MO, 

USA）。卵巢癌細胞株 SKOV-3 購自美國 

ATCC細胞庫。SKOV-3細胞培養於McCoy's 

5a Medium含10 % 胎牛血清（FBS）（GIBCO）

及 50 μg/ml的 gentamycin（GIBCO）。

細胞於恆溫 37℃的 CO2自動調節培養箱

內培養，箱內充以濕潤的 95 %空氣和 5 %的

CO2氣體。細胞傳代時，以 0.25% trypsin和

0.02% EDTA 1:1（v/v） （GIBCO） 混合的

消化液使細胞脫離，成為單細胞懸浮液。

2. 細胞毒性及生長抑制試驗

細胞毒性試驗是MTT試驗（microculture 

tetrazolium test ），方法如下：  SKOV-3細

胞生長至接近全滿 （confluence）後，用

trypsin-EDTA將細胞脫下，離心與再懸浮後

接種至 96皿板，每皿加入培養液 （含 10%

胎牛血清的培養液）100 µl與卵巢癌細胞

3000-4000個，在 37℃下培養 24小時後加入

含NCTD的培養液 100 µl，最終濃度分別為 0, 

1, 3, 10和 30μg/ml等五個濃度。每個濃度各

做三重覆。分別培養 24、 48及 72小時後，

每皿加入 1 mg/ml MTT （SIGMA） 50 μl，

於 37℃培養 4小時，去除上清液，各加入

100 μl DMSO，震盪混合後，於 30分鐘內以

Multiskan EX Version 1.0比色計 （Labsystems, 

Finland） 於波長 550 nm測定吸光度。

3. 細胞死亡測定

SKOV-3 細胞以 NCTD 不同濃度 （0, 

3, 10, 30 μg/ml） 處理 24小時後，以細胞死

亡測定套組進行分析 （Cell Death Detection 

ELISA Kit, Roche, Germany）。先離心去掉

上清液，細胞以 lysis buffer作用 30分鐘，再

離心，分別取上清液 20 μl與 immunoreagent 

（含 anti-histone-biotin 及 anti-DNA-POD） 

一起加入 96皿盤中以 300 rpm震盪 2小時，

再以 incubation buffer清洗 4次後，每皿加

入 ABST 溶液 100 μl作用 10-20分鐘直到呈

色，每皿再加入 ABST 終止溶液 100 μl，405 

nm計讀結果。結果以增強因子（enrichment 

factor）=（處理過 NCTD的細胞的吸光度 /

未處理過 NCTD的細胞的吸光度） 表示。

4. Caspase 3, 8, 9 的活性測定

SKOV-3細胞以 NCTD不同濃度（0, 3, 

10, 30 μg/ml）處理 24 小時後，以 Caspase 

3, 8, 9 測定套組進行分析（R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA）。細胞溶解產物

總 蛋 白 100 μg （50 μl）加 入 50 μl reaction 
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buffer中，再加入 5 μl內含特異性呈色受質

[caspase-3 （DEVD-pNA）, caspase-8 （IETD-

pNA）或 caspase-9（LEHD-pNA）]。在 37℃

下作用 2 小時，405 nm 計讀結果。

5. 細胞色素 c（cytochrome c） 的分析

細胞色素 c（cyto. c）以 cyto. c ELISA kit

（Enzo Life Sciences Inc. Farmingdale, NY）

測定。SKOV-3細胞以 NCTD不同濃度（0, 

3, 10, 30 μg/ml）處理 24 小時後，收集細

胞並以 PBS 清洗細胞後，以 Digitonin cell 

permeabilization buffer在冰上作用 5分鐘將

細胞溶解，離心後取上清液測定細胞質中的

cyto. c濃度。將所有檢體稀釋後加入 cyto. c 

96-well plate，500 rpm 作用 1 小時，清洗過

後加入抗體作用一小時，再清洗，加入 cyto.c 

conjugate在 500 rpm 下作用 30 分鐘，再加入

呈色基質，室溫下作用 45 分鐘後加入終止溶

液，405 nm 計讀結果。

6. 統計分析

所有分析結果以平均值±標準偏差呈現。

統計方法以 Student’s t-test 和 ANOVA分析。

p< 0.05為具有統計學上的意義。

 結果

1. 細胞毒性

本研究使用 MTT方法以 NCTD對卵巢

癌細胞株 SKOV-3進行細胞毒性試驗。NCTD

對 SKOV-3細胞 24、48及 72小時的 IC50值

分別為 23.17±1.16、7.76±0.86及 5.36±0.55 

μg/ml，如圖 1所示。NCTD對於 SKOV-3細

胞的抑制作用和其濃度及作用時間呈現正相

關的現象。

2. 細胞死亡測定

SKOV-3細胞經 NCTD作用 24小時，以

細胞死亡分析套組分析的結果顯示，NCTD

圖 1　 NCTD 對 SKOV-3 卵巢癌細胞的細胞毒性作用。用 0, 1, 3, 10 和 30μg/ ml 的 NCTD 處理細胞 24、

48 和 72 小時，並進行 MTT 細胞毒性測定。數據以平均值 ±SD 表示，統計方式以 ANOVA 分析。
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濃度越高其 DNA呈現片段的情形越明顯，

我們以未處理過的 NCTD的細胞當作指標，

處理過 NCTD的細胞，依其濃度的增加，其

增強因子越高，NCTD濃度在 3 μg/ml 時，

其增強因子達 2.35倍 （p<0.01），當濃度

達到 30 μg/ml 時，其增強因子高達 26.88倍 

（p<0.01），與未加 NCTD的細胞比較並經

過統計學分析後，都具有顯著的差異；表示

SKOV-3細胞經 NCTD作用後，其 DNA及

組蛋白 （histone） 的外露明顯，證實 NCTD

引發卵巢癌細胞的死亡是藉由誘發細胞凋亡 

（圖 2A）。當細胞凋亡時 116 kDa的 PARP 

蛋白將被裂解成一個 85 kDa 片段啟動細胞凋

亡機制，在處理過 NCTD的 SKOV-3細胞，

也可以發現 PARP被裂解（圖 2B）。

3. caspase-3，-8 和 -9 的活性測定

本研究釐清 NCTD 對卵巢癌細胞的

凋亡的分子作用機制，針對 NCTD 處理

SKOV-3細胞參與內在及外在途徑進行了研

究。Caspase活性測定法顯示，NCTD引起

圖 2　 NCTD 對 SKOV-3 卵巢癌細胞誘導凋亡的影響。(A) 細胞經 NCTD 處理 24 小時。以 ELISA 試劑

證明了 NCTD 對凋亡寡核苷酸形成具有劑量依賴性。** 表示與對照組相比 P<0.01。結果統計

以 Student’s t-test 方法分析。(B) Western 結果顯示，在 NCTD 處理的 SKOV-3 卵巢癌細胞中出現

PARP 的斷裂。

圖 2B

圖 2A
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caspase-3，-8和 -9的活性增加，且與 NCTD

的劑量呈現正相關（圖 3）。這個結果顯示，

NCTD誘導的凋亡與外在和內在的信號途徑

有關。

4. 細胞色素 c 的分析

本研究使用細胞色素 c的分析套組，偵

測 NCTD由粒線體所釋出的細胞色素 c是

導致細胞凋亡的重要因子。我們進一步研

究 NCTD對 SKOV-3在細胞質中對細胞色

素 c釋放的影響。在細胞色素 c的測定中，

其結果顯示 NCTD引起 SKOV-3細胞質中細

胞色素 c的濃度隨著 NCTD劑量增加而增加

（圖 4）。當 NCTD處理到 30 μg/ml時，細

胞色素 c的濃度可增加至控制組（未處理過 

圖 3　 處理過 NCTD 的 SKOV-3 卵巢癌細胞 caspase -3、-8 和 -9 的活性增加。 * 和 ** 分別與對照組相比

P<0.05 和 P<0.01。結果統計以 Student’s t-test 方法分析。

圖 4　 以 NCTD 處理過的 SKOV-3 細胞其細胞色素 c 的釋放增加。* 和 ** 分別與對照組相比 P<0.05 和 P 

<0.01。結果統計以 Student’s t-test 方法分析。
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NCTD）的 3.19倍。

5.  NCTD 對於 SKOV-3 細胞中調控細胞

凋亡之蛋白表現的影響

圖 5 表 示 經 NCTD（0、3、10、30 μg/

ml）處理SKOV-3 細胞 24小時後，收取細胞之

萃取液，以西方墨點法測 Bax及 Bcl-xL蛋白

質表現情形，以 Actin 作為 internal control。

在 SKOV-3 細胞中，經藥物處理 24小時後，

可看到 Bax蛋白隨著藥物濃度增加而增加的

趨勢，但 Bak則未因 NCTD處理而有變化；

Bcl-xL蛋白則有隨藥物濃度增加而減少的趨

勢。而在凋亡抑制相關蛋白家族中 （Inhibitor 

of Apoptosis, IAP family），經過 NCTD 處理

過的 SKOV-3細胞在 XIAP、cIAP1及 cIAP2 

三種蛋白的表現均呈現與濃度相關的減少趨

勢。

討論

凋亡過程是影響腫瘤生長速度的重要因

素之一。腫瘤細胞對抗凋亡起因於凋亡路徑

發生缺陷，而使得腫瘤對細胞毒性藥物有抗

藥性。因此，提高腫瘤細胞的凋亡在癌症治

療中是有效的治療策略 [20]。斑蝥是中國及

越南的傳統藥物，主要活性成分為斑蝥素

（CTD），CTD及其衍生物的藥理作用是抑

制蛋白磷酸酶 1及 2A （protein phosphatase 1 

and 2A），蛋白磷酸酶涉及細胞內多種調控

機制，包括細胞凋亡、訊息傳遞路徑、細胞

週期的調節、葡萄糖的代謝及鈣離子的傳送

等；許多研究報告顯示 CTD及 NCTD具有

多種生物活性，如抗氧化，抗發炎以及抗癌

作用等，然而，CTD的藥理作用雖然非常明

圖 5　 在 NCTD 處理的 SKOV-3 卵巢癌細胞中 Bcl-2 家族成員的蛋白表現。以 NCTD 處理 SKOV-3 卵巢

癌細胞 24 小時。細胞蛋白萃取後進行西方墨點分析，分析促凋亡蛋白 (Bax 及 Bak)、抗凋亡蛋白 

(Bcl-xL) 及 IAP 家族蛋白的表現量。β-actin 為 internal control。
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顯，其毒性卻有致命的風險，而修飾結構後

的衍生物 NCTD，毒性較低但保留 CTD的

藥理活性 [21, 22]。在體外和動物研究中發現

NCTD可抑制許多種類的癌症 [22, 23]，其抑

制腫瘤細胞生長的作用機轉包括透過誘發外

在及內在路徑而導致細胞凋亡 [4, 13, 14, 18, 

19, 25]；亦可誘發細胞自噬（autophagy）[25]；

中止細胞週期於 G2或 S期 [8, 9, 10, 12, 28]；

並透過抑制基質金屬蛋白酵素的表現或抑

制血管新生而影響了腫瘤的轉移與擴散 [15, 

23]，也可透過抑制 P-gp（P-glycoprotein）

而克服多重抗藥性 [23]。在 NCTD 的相關研

究中，僅有 NCTD的衍生物 norcantharimides

對卵巢癌 A2780細胞及 Nd3對 SKOV-3的

研究報告 [33]。而在已發表的文獻中則尚無

NCTD針對卵巢癌細胞作用機轉的研究結果。

在 Nd3對 SKOV-3的研究報告中指出，Nd3

會明顯抑制 SKOV-3細胞的增殖，其 24、36

及 48 小時的 IC50值分別是 25.1±2.3 μM、

21.8±2.8 μM 及 20.4±3.3 μM；Nd3 作用後

的 SKOV-3細胞會停止在 G2/M 期，且會影

響 cdc2、cyclin B1、Bcl-2 及 Bax蛋白表達的

改變並誘發細胞凋亡 [33]。在本研究中，我

們的結果顯示 NCTD對 SKOV-3的卵巢癌細

胞抑制效應與劑量和作用時間有關，此結果

和 Nd3對 SKOV-3的研究報告相似，NCTD

及 Nd3對 SKOV-3的細胞增殖抑制效應均具

有時間及劑量的相關性 [33]；Nd3的研究結

果顯示其細胞毒殺效果較 NCTD佳，然而，

Nd3為實驗室自行合成的 NCTD衍生物，相

較 NCTD易於合成且毒性低的優點，Nd3在

發展成為藥物仍需要進一步探討其毒性及是

否可大量生產。

細胞凋亡為誘導癌細胞死亡提供了新

的標的。在這項研究中，我們的結果顯示

NCTD以劑量相關方式誘導凋亡寡核小體形

成（圖 2A），並導致 SKOV-3細胞中下游標

的蛋白 PARP被裂解切割（圖 2B）。細胞凋

亡可以透過內在及外在兩個主要途徑誘導，

在 Peng 及 Yeh的研究中，NCTD通過活化細

胞死亡受體途徑誘導結直腸癌細胞和肝癌細

胞凋亡 [14, 24]；在黑色素瘤和肝癌細胞的研

究中顯示，NCTD作用過的細胞，caspase-3

和 -9活性升高 [4, 8, 25]；而在我們先前的研

究中顯示 NCTD 可透過外在和內在途徑誘導

大腸癌、乳癌細胞及前列腺癌走向凋亡 [13, 

18, 19]。在本研究中，則顯示 NCTD作用於

SKOV-3細胞時，caspase-3，-8和 -9活性會

依 NCTD的作用濃度上升（圖 3A）。細胞

色素 c是內在凋亡途徑的重要介質，本研究

結果也顯示細胞質中的細胞色素 c濃度也隨

著 NCTD 作用濃度增加而增加。另外，調控

細胞凋亡的 Bcl-2 蛋白家族中的促細胞凋亡及

抗細胞凋亡蛋白若發生不平衡也會導致細胞

走向凋亡，本研究結果顯示 NCTD處理過的

SKOV-3細胞，促細胞凋亡 Bax表現增加，

而抗細胞凋亡的 Bcl-xL蛋白減少。此種不平

衡的結果也使得 NCTD 作用後的 SKOV-3 細

胞走向凋亡，此結果與 NCTD 作用在其他腫

瘤細胞的結果相似，也與 Nd3導致 SKOV-3

細胞的 Bcl-2 及 Bax不平衡引發細胞凋亡的

報告相似 [33]。

癌細胞逃脫細胞死亡路徑是導致癌症治

療失敗的一個典型特徵。IAP蛋白是通過阻

斷 caspase的活化來促進細胞存活的抗凋亡

蛋白家族。在各種人類癌症中經常觀察到的

IAP蛋白的過度表達，IAP 蛋白並且涉及腫瘤

進展、復發和轉移 [29-31]。因此認為 IAP蛋

白的抑制也可作為癌症治療的靶分子。以前

的研究顯示 NCTD 會抑制膽囊癌和淋巴瘤中



30 NCTD 對卵巢癌細胞的毒性作用

survivin、XIAP和 cIAP1的表達 [9, 27, 32]。

我們先前的研究也發現 NCTD降低了前列腺

癌 Du145 細胞中的 survivin、XIAP、cIAP1

和 cIAP2蛋白表達，在 22Rv1細胞中也降

低 survivin、XIAP和 cIAP1的蛋白表現。而

在本研究中，我們的結果顯示在 NCTD作用

過的 SKOV-3也呈現類似的結果， cIAP1、

cIAP2及XIAP蛋白的表達受到抑制（圖 5）。

總之，NCTD 通過激活外部和內部途徑

誘導卵巢癌 SKOV-3細胞的凋亡，包括釋放

細胞色素 c、影響促凋亡和抗凋亡的 Bcl-2家

族蛋白之間的平衡、抑制 IAP相關蛋白表達

等相關機轉。因此，NCTD對卵巢癌的抑制

作用，可進ㄧ步深入探討。
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Original Article

Norcantharidin Induces Apoptosis In Human 
Ovarian Cancer Cells

Pei-Yu Yang1, Chun-Hsiang Huang1, Tsung-Yen Lin1, Yu-Ying Yang1, *, I-Ching Lin2, * 
1 Department of Laboratory, Show Chwan Memorial Hospital, Changhua., Taiwan 

2 Department of Family Medicine, Changhua Christian Hospital, Changhua., Taiwan

Norcantharidin, a modified pure compound from blister beetles, was previously 
demonstrated to induce apoptosis of cancer cells. This study investigated its anti-cancer 
activity in ovarian cancer cells and the mechanisms involved. An ovarian cancer cell 
line, SKOV-3, was treated with norcantharidin at concentrations ranging from 1 to 30 
µg/ml. An MTT assay revealed that norcantharidin induced cytotoxicity against the 
cancer cells in dose- and time-dependent manners. Treatment with norcantharidin at 3 
µg/ml or higher significantly increased oligonucleosomal formation with concomitant 
appearance of PARP cleavage, implicating the induction of apoptosis. Norcantharidin 
elevated cytosolic cytochrome c levels and activated caspase-3, -8, and -9 in SKOV-
3 cells. Mechanistically, norcantharidin increased ratios of pro-/anti-apoptotic proteins 
and decreased expression of IAP family member proteins, including cIAP1, cIAP2 and 
XIAP. In conclusion, norcantharidin exhibited cytotoxicity against SKOV-3 cells by 
inducing both intrinsic and extrinsic apoptotic pathways and could thus potentially be a 
remedy for ovarian cancer.

Key words: Norcantharidin; ovarian cancer; Apoptosis; Bcl-2 family; Inhibitor of 
apoptosis (IAP)

* Correspondence author: (Both authors are equal contribution to this work)  1.Yu-Ying Yang, Department of 
Laboratory, Show Chwan Memorial Hospital, Changhua., Taiwan., 542, Sec1 Chung-Shan Rd., Changhua, Taiwan, Tel: 
+886-4-7256166 ext. 81022, Fax: +886-4-7262491, E-mail: myriam5151@gmail.com 2. I-Ching Lin, Department of Family 
Medicine, Changhua Christian Hospital, Changhua., Taiwan., 135, Nan-Xiao St., Changhua, Taiwan, Tel: +886-4-7238595 
ext. 4192, Fax: +886-4-7247517, E-mail: licypy05@gmail.com

Received 14th  June 2017, accepted 27th February 2018


