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摘要 

 

癌細胞被抑制生長後的復甦，可能會導致癌症病患的復發。細胞從被抑制的

狀態轉換到生長狀態，需要高度的粒線體活性來調節，其關係到粒線體膜上脂質

的組成。而心磷脂為一個關鍵調節粒線體功能與型態的磷脂質。在此實驗中，藉

由 LC-MS來分析 HT-1080人類肌肉瘤細胞從抑制狀態進入生長狀態時心磷脂種

類的改變。經 MS/MS 分析，我們總共於 HT-1080 細胞中鑑定出 41 種心磷脂種

類並以半定量分析心磷脂的含量變化。心磷脂種類於 HT-1080細胞中呈現一個常

態分佈，依照脂肪酸鏈上碳數總和分別為 C64、C66、C68、C70、C72以及 C74

的群落，而這些群落在抑制生長的調控中，隨著進入細胞週期的停滯，各細胞的

心磷脂含量下降。但在活化調控中，各細胞內的心磷脂總量卻維持相同水平。而

當細胞從抑制狀態復甦並進行複製時，較短脂肪鏈的群落，如 C64、C66與 C68，

呈現心磷脂含量百分比下降的趨勢。較長脂肪鏈的群落，如 C70與 C72，則呈現

心磷脂含量百分比上升的趨勢。有趣的是，進入生長週期的抑制與活化後的心磷

脂種類變化趨勢完全相反。此實驗結果呈現出，當 HT-1080細胞從細胞週期被抑

制的狀態復甦(活化)後，粒線體中的心磷脂組成會趨向於較長碳鏈的脂肪酸鏈。 

前部分實驗發現營養匱乏造成的細胞週期停滯，顯著的影響細胞中粒線體的

心磷脂組成。因此後續分別以無血清培養與化療藥物Methotrexate、Mitomycin C

和 Vincristine 來調控 HT-1080的細胞週期，使週期分別停滯在 G0/G1、S、G2和

M 時期。經各個化療藥物調控後的細胞，總心磷脂含量皆有明顯的倍數提升，

而無血清培養的細胞含量則下降。心磷脂種類含量分析中，當 HT-1080細胞的細

胞週期被停滯於 G0/G1、G2 和 M 時期，短碳鏈的心磷脂(C64、C66、C68)隨著

進入細胞週期的停滯而含量上升，而長碳鏈的心磷脂(C72、C74)含量下降。在 S

時期的心磷脂組成則呈現完全相反於其他細胞週期階段的長碳鏈增加趨勢。此實

驗結果顯示出，抗癌藥物誘導細胞週期的停滯，會造成細胞內心磷脂含量的增

加，且在 S時期的粒線體內心磷脂有別於其他時期的組成轉變。 



Abstract 

 

Cell survival from the arrested state can be a cause for the recurrence of cancer 

patients. Transition from the arrest state to growth state is highly regulated by 

mitochondrial activity, which is related to the lipid compositions of the mitochondrial 

membrane. Cardiolipin is a critical phospholipid for the mitochondrial integrity and 

functions. We examined the changes of cardiolipin species by LC-MS in the transition 

while HT1080 fibrosarcoma cells exited the cell cycle arrest. There are 41 cardiolipin 

species identified by MS/MS and semi-quantitated to analyze the detailed changes of 

cardiolipins. Cardiolipin species in human sarcoma HT1080 cells showed a normal 

distribution of C64, C66, C68, C70 C72 and C74 groups. The cardiolipin quantity in a 

cell decreased while entering the cell arrest, but maintains at a similar level through 

cell survival. While cells awakening from the arrested state and preparing itself for 

replication, the groups with short acyl chains, such as C64, C66 and C68 showed a 

decrease of cardiolipin percentage, but the groups with long acyl chains, such as C70 

and C72 showed an increase of cardiolipin percentage. Interestingly, the changes in 

cardiolipin species between cell arrest and cell survival are completely reversed. Our 

results display a clear shift of the cardiolipin species from the short chain to long 

chain cardiolipin during the transition from cell arrest to cell progression. 

We have found nutritional deficiency induced cell cycle arrest significantly 

changes cardiolipin compositions in mitochondria. Therefore, we further compare 

serum starvation induced G0/G1 arrest with chemotherapy drugs induced phase arrest,  

including S phase arrest by methotrexate, G2 phase arrest by mitomycin C and M 

phase arrest by vincristine. The cardiolipin quantity increased in all drug-induced 

arrests, but decreased in the starvation treatment. While cells were arrested in G1, G2 

and M phases, the cardiolipin composition displayed increases in short acyl chain 

(C64, C66, C68) and decreases in long acyl chain (C72, C74). In particular, the trends 

of cardiolipin composition in S phase is opposite to other phases of the cell cycle in 

drug-induced arrest. Chemotherapy drugs induced cell cycle arrest leads to an 

increase of cardiolipin quantity, and unique changes in cardiolipin composition at S 

phase. Our results imply a discoordination between cell cycle arrest and mitochondrial 

cell cycle, which results in the accumulation of cardiolipin at the S phase. 
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第一章 緒論 

 

 

1.1 前言 

DNA 的損傷、營養的缺乏以及代謝或外界刺激而產生的氧化壓力都會導致

細胞生長週期的停滯。細胞會於停滯期間進行自我修復，若為無法修復的損傷則

會導向細胞的凋亡(Apoptosis)或壞死(Necrosis)
1, 2。而修復完成的細胞則跳脫停滯

的狀態並再次進入細胞生長週期，其循環主要分為 Gap1 (G1)、Synthesis (S)、Gap2 

(G2) 及 Mitosis (M)四個階段，當中每個階段都有不盡相同的蛋白質與 DNA 的

含量，並藉由特定的週期素(Cyclin)與週期素激酶(Cyclin-dependent kinase)形成複

合體(Cyclin-CDK complexes)來調控生長週期 3-5。在細胞週期中除了蛋白質與

DNA 的合成，磷脂質也會於週期中進行合成與代謝(詳見 1.2)。當細胞從停滯狀

態復甦後，除了粒線體參與生長的調節，並同時以粒線體的週期(Mitochondrial 

cycle)與基因來調節自己的增生 6, 7。在細胞週期與粒線體週期相互調節生長的情

況下，復甦與生長的過程需要粒線體來產生大量的 ATP 提供能量的代謝 8。而粒

線體膜上磷脂質的組成可影響粒線體的形態(Morphology)與功能，相對也涉及到

ATP 的產生 7, 9-11。其中，心磷脂(Cardiolipin)為一個獨特且關鍵存在於粒腺體內

膜上的磷脂質，並且涉及內膜上電子傳遞鏈(Electron transport chain)與 ATP 的產

生 12-17
 (詳見 1.3)。為了瞭解心磷脂在進入細胞週期停滯與復甦後的影響(或被影

響)，因此藉由質譜儀為基礎的脂質體學(Lipidomic)方法來測量 HT-1080 人類肌

肉瘤細胞中的心磷脂。並經由血清的移除(Serum starvation)與抗癌藥物的刺激，

偵測調控期間 HT-1080 細胞中心磷脂的總含量(Quantitative)與種類(Qualitative)

上的變異。 
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1.2  磷脂質的合成與代謝(Phospholipid synthesis and metabolism) 

細胞生長週期中，磷脂質在 G1 時期會有大量的轉換(Turnover)，亦即由磷

脂水解酶(Phospholipases)水解磷脂質上的脂肪酸鏈(Fatty acyl chains)後，在由醯

基轉移酶(Transacylases)進行脂肪酸鏈的置換，使磷脂質於細胞生長時更成熟

(Maturation)
18-20。由磷脂水解酶水解後的磷脂質產生溶血磷脂(Lysophospholipids)

與脂肪酸的衍生物-類花生酸(Eicosanoids)則會涉及到各種細胞訊息(Cellular 

signaling)
19。在 S 時期，所有的磷脂質降解速度下降，取而代之的是淨磷脂質(Net 

phospholipid)的合成，並於 G2-M 時期所有淨磷脂質結束合成，此時擁有兩倍的

磷脂質含量可進行有絲分裂(圖 1) 
21。磷酸膽鹼胞苷醯基轉移酶(Phosphocholine 

cytidylyltransferase)的活性於細胞週期中也被證實會隨著膜上淨磷脂質的代謝有

相對應的調節，其在 G1 時期提升，並穩定下降至 S 後期與 G2-M 時期 22。而心

磷脂相對在粒線體週期中，大部分依照合成(Synthesis)、重建(Remodeling)、複製

(Replication)的程序後進行粒線體的分裂 23。 

 

 

圖 1、磷脂質於細胞生長週期的合成與代謝 
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1.3  心磷脂(Cardiolipin) 

心磷脂為一個關鍵存在於粒線體內膜上的磷脂質並參與粒線體膜的架構

(Morphology)與功能性 7, 9-11。從結構上(圖 2)，心磷脂具有一個獨特的陰離子頭

端(Anionic head group)，其中伴隨著磷酸所攜帶的兩個負電價與四條疏水性的醯

基鏈(Acyl chain)。這種具有陰電性頭端與疏水性尾端的結構，讓心磷脂可於粒線

體內膜上分別藉由靜電吸引力 (Electrostatic attraction) 與疏水性作用力

(Hydrophobic interaction)來穩定一些蛋白複合體的結構，例如電子傳遞鏈上的蛋

白複合體(Electron transport chain complex II, III , IV)與 ATP 合成酶(ATP synthase)

等 24-30。這些蛋白複合體涉及電子的傳遞與 ATP 的產生，在能量代謝中均參與較

為上游的生物體反應。因此與心磷脂相關的蛋白或基因皆與許多疾病的生成有直

接的關連。如重建(remodeling)心磷脂的 Taffazzin 蛋白或其基因，若出現缺陷則

會容易引發巴氏綜合症(Barth syndrome)造成擴大型心肌病變、嗜中性白血球減

少、骨骼肌肉病變及粒線體異常等症狀 31, 32。 

       

圖 2、心磷脂結構與 3D模型： 

結構圖中(左)，包含甘油骨架(Glycerol backbones)(紅色)與磷酸所

攜帶的兩個負電價 (紫色 )和具有疏水性的四條酰基鏈 (Acyl 

chains)(藍色)。各種酰基鏈的組合形成多樣性的心磷脂種類。3D

模型圖中(右)，視角距離由進至遠為紅色到藍色。 

 

 

心磷脂尾端的四條醯基鏈通常於正常細胞中被發現為對稱的組成，如哺乳

類動物的心臟通常為 C18:2 的醯基鏈，而雙殼貝類大部分為 C22:6 與 C20:5 的組
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成 33, 34。就癌細胞而言，如老鼠的腦腫瘤細胞會因為心磷脂合成與重建間調節的

異常，因此失去心磷脂對稱性的維持 35。而市售從 E. coli 萃取的心磷脂(Avanti 

Lipid)，也具有獨特 cyclo-C17:0 的醯基鏈與非對稱性的組成。最近文獻也從甲烷

代謝古菌(Methane-metabolizing archaea)發現更多特異性的心磷脂組成 36。而代謝

中的心磷脂也可藉由磷脂水解酶 A2s (Phospholipase A2s)水解產生單溶血

(monolyso-)與雙溶血(dilyso-)心磷脂和脂肪酸 37。以上各種酰基鏈的組合形成多

樣性的心磷脂種類。若是哺乳類細胞的粒線體產生心磷脂種類的變異，粒線體的

功能也會直接被影響。在細胞中，心磷脂組成變異的因素除了外界的刺激就是自

身能量代謝後所產生的氧化壓力(Oxidative stress)。氧化自由基(ROS)造成心磷脂

的氧化，進而阻礙電子傳遞鏈並改變粒線體的生物能量(Bioenergetic)轉換 38-40。

心磷脂結合細胞色素 c (Cytochrome c)形成的過氧化酶(Peroxidase)的活化也會導

致細胞進入細胞凋亡 41。心磷脂與細胞色素 c 的結合也可調節細胞色素 c從粒線

體的釋放，來控制粒線體進入細胞凋亡的程序 42-44。 

 

1.4  化療藥物與作用機制(Chemotherapy drugs and mechanism) 

1.4.1 化療藥物  

在實驗中分別藉由Starvation與以下三種抗癌藥物的調控來刺激細胞的生存

環境(表 1)： 

Drug/method Arrest phase Cellular targets/Mechanism 

Serum starvation Gap0 / Gap1 Serum feeding Cut-off 

Methotrexate Synthesis Dihydrofolate reductase 

inhibitor 

Mitomycin C Gap2 / Mitosis DNA damage 

Vincristine Mitosis Microtubule depolymerization 

表 1、Starvation和化療藥物抑制細胞週期的階段與作用機制 
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1.4.2 Methotrexate (MTX) 

MTX 為化療常用藥物，在醫學上主要用於乳癌與絨毛膜癌等癌症疾病。在

細胞生物學的實驗中，MTX 則多用於細胞週期在 S 時期的停滯 45, 46。其作用機

制主要是結構與二氫葉酸(Dihydrofolic acid)相近，因此產生競爭型的抑制(圖

3)
47。如圖 4，MTX 可競爭抑制二氫葉酸還原酶(DHFR)。而二氫葉酸還原酶為負

責將二氫葉酸(DHF)轉成四氫葉酸(THF)的還原酶，若二氫葉酸還原酶被抑制則

使合成 dTMP (Thymidine monophosphate)的 5,10-亞甲基四氫葉酸(5,10-MTHF)含

量減少。相對的，dTMP 的量也會下降導致細胞無法進入 DNA 合成期而達抑制

細胞生長的效果。而亞甲基四氫葉酸還原酶(MTHFR)可將 5,10-MTHF 轉成 5-甲

基四氫葉酸(5-MTHF)，在經由甲硫氨酸合成酶(MS)的催化轉化為甲硫氨酸

(methionine)與四氫葉酸。 

圖 3、MTX 與 Dihydrofolic acid 結構 

 

DHF

THF DHFR

5,10-MTHF

5-MTHF

MTHFR

MS

dUMP
dTMP

TYMS

DNA Synthesis 

MTX

Cell cycle S phase

DHF: dihydrofolate

THF: tetrahydrofolate

MTHF: methyleneteolate

MTHFR: MTHF reductase

MS: methionine synthase

TYMS: thymidylate synthase

DHF

THF DHFR

5,10-MTHF

5-MTHF

MTHFR

MS

dUMP
dTMP

TYMS

DNA Synthesis 

MTX

Cell cycle S phase

DHF: dihydrofolate

THF: tetrahydrofolate

MTHF: methyleneteolate

MTHFR: MTHF reductase

MS: methionine synthase

TYMS: thymidylate synthase  

圖 4、MTX 藥物作用機制 

 

MTX 

 

Dihydrofolic acid 
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1.4.3 Mitomycin C (MMC) 

MMC又名絲裂黴素，可把細胞週期停滯在 G2/M 時期 48, 49。作用機制主要

是與雙股 DNA小凹槽(minor groove)裡的鳥糞嘌呤(Guanine)間做共價性的鍵結，

使 DNA 時期無法順利進行複製，進而無法前進至有絲分裂期。如圖 5，MMC

於鳥糞嘌呤上形成的共價性交聯除了於雙股 DNA 間也可於單個鹼基間進行交

聯，並且對於 CpG(5’- 3’)或單股 GpG 序列上的鳥糞嘌呤具有專一的鍵結特性 50。

於醫學上主要用於肺癌、白血病、肉瘤等癌症疾病。 

 

    

3’-T-G-C-A- 5’

5’-A-C-G-T- 3’

I. II.

III. IV.

   

圖 5、MMC 與鳥糞嘌呤鍵結形式： 

(I) MMC 於 DNA 序列中 CpG(5’- 3’)的 Guanine 具有選擇性的交聯結

合。(II) MMC 分子結構式 (III) MMC 於單股序列間 GpG 鍵結形式。

(IV) MMC 於 DNA雙股 CpG 序列中與 Guanine 的鍵結形式。 
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1.4.4 Vincristine (VIN) 

VIN又名長春新鹼，為長春花所提煉出來的生物鹼(Vinka alkaloid)之一。主

要作用機轉是藉由防止微小管(microtubule)的聚合使細胞週期停滯在 M 時期

51-53。如圖 6，微小管為 α-tubulin 與 β-tubulin 兩種微管蛋白所形成。其聚合時含

有生長速度較快、解離速度較慢的正端和生長速度較慢、解離速度較快的負端，

因此微小管形成時具有極性。當細胞進行有絲分裂時須靠微小管的聚合來牽引染

色體到達分裂極。VIN 則會於微管蛋白聚合時與微管蛋白結合並妨礙微管蛋白聚

集，因此阻止動態聚合中的微小管聚合可專一性的讓細胞停滯在有絲分裂時期

(M phase)。在醫學上常用於治療急性白血病等癌症相關症狀。 

 

α-tubulin β-tubulin Vincristineα-tubulinα-tubulin β-tubulinβ-tubulin VincristineVincristine
 

圖 6、Vincristine 結構式(上)與藥物作用機制示意圖(下) 

 

1.5  實驗目的 

� 瞭解心磷脂在進入細胞週期停滯與復甦後的影響(或被影響)。 

� 測定 HT-1080 細胞之心磷脂於各細胞週期的組成變異。 
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第二章 實驗步驟與方法 

 

 

2.1 藥品/試劑 

Dulbecco's modified eagle medium (DMEM)、Fetal bovine serum (FBS)、

penicillin/streptomycin 與 1M 細胞培養用 HEPES 皆購自於 Gibco (USA)。

Tetramyristoyl cardiolipin (C14:0)標準品購自 Avanti Polar Lipids(USA) 。

Methotrexate (powder)、Mitomycin C (powder)購自 Merck；Vincristine sulfate 

(powder) 購自 SIGMA。 

 

2.2 細胞的無血清培養(Starvation)與活化(Activation) 

實驗所 使用細 胞株為 人 類纖維肉 瘤 細 胞 (HT-1080) ， 以 Growth 

medium(DMEM 含 10% fetal bovine serum、0.5% Pen-strep、25mM HEPES)於 5% 

CO2、37℃環境培養。當細胞生長至 50%盤面密度(Activation group：10-cm dish，

Starvation group：6-cm dish)時移除 medium 並以 PBS 清洗三次。在加入 serum-free 

medium培養 48小時，培養期間 Starvation group 於 0、12、24、36和 48小時各

時間點收成細胞。Activation group 則於 48小時後把細胞培養回 Growth medium，

並於 0、4、8、16、22小時各時間點收成細胞。收成的細胞保存於－20℃，待後

續做脂質萃取。 

 

2.3 化療藥物調控 

實驗所 使用細 胞株為 人 類纖維肉 瘤 細 胞 (HT-1080) ， 以 Growth 

medium(DMEM 含 10% fetal bovine serum、0.5% Pen-strep、25mM HEPES)於 5% 

CO2、37℃環境培養。將細胞分盤至 25%盤面密度(細胞數約為 3.0*10
5顆, 6-cm 

dish)並等待細胞貼覆盤面。之後分別於各實驗組將 medium 換成含藥物之
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medium：Methotrexate 50nM (Stock: 100µg/ml 於 1M NaOH)、Mitomycin C 2µM 

(Stock:1 mg/ml 於 DDW) 與 Vincristine 0.25nM (Stock:0.1 µg/ml 於 DDW)，培養

48小時並於 0、12、24、36和 48小時各時間點收成細胞。收成的細胞保存於負

20 度，待後續做脂質萃取。 

 

2.4 脂質萃取 

樣品全脂質萃取依據 Bligh-Dyer 方法 54。將細胞樣品於玻璃瓶內加入 2 mL 

methanol 後再加入 125ng 的 CL(14:0)4標準品。冰浴下超音波震盪破碎細胞後移

至玻璃試管並加入 1 mL chloroform (此時 chloroform/methanol 為 1：2)。震盪 10

分鐘，在加入 1 mL chloroform 與 1 mL 去離子蒸餾水(DDW)。在震盪 15 分鐘後，

離心(2000 rpm,5 分鐘)並取下層有機層即為樣品全脂質。 

 

2.5 質譜分析 

細胞樣品經萃取後的全脂質以氮氣吹乾溶劑，並加入 100µL 回溶液

(acetonitrile/2-propanol/H2O = 65:30:5)回溶。樣品經 HPLC-ESI-Ion trap MS(High 

Performance Liquid Chromatography, HITACHI；Electrospray Ionization-Mass, 

Bruker)來進行 Lipidomic 的分析。HPLC 移動相系統：mobile phase A 分別為

ACN:H 2 O(60:40)、10 mM ammonium formate和 0.1% formic acid，mobile phase B

為 IPA:ACN (90:10)、10 mM ammonium formate和 0.1% formic acid
55。移動相梯

度：0-25 分鐘為 60% A 到 100% B，並保持 100% B 到 45 分鐘後反至 60% A。使

用分離管柱為 Acclaim RSLC 120 C18 2.1mm x 100 mm 2.2 µm column (Thermo)，

HPLC 分析流速為 0.2 mL/min、管柱溫度為攝氏 55 度。質譜參數設定如表 2，所

有資料處理均以Bruker DataAnalysis (ver.3.4)軟體取質量訊號之EIC(Extracted ion 

chromatogram)面積來做半定量分析。 
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ESI-MS 設定 

參數 數值 單位 

Charge mode Negative mode 

Nebulizer 25 Psi 

Dry gas 8 L/min 

Dry temp. 325 ℃ 

Mass range 1200-1600 m/z 

ESI-MS/MS設定 

Isolation width 4.0 m/z 

Fragmentation Ampl 1.20 Volt 

表 2、質譜儀參數設定 
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第三章 結果與討論(一)-無血清培養與活化調控 

 

3.1 心磷脂鑑定 

基於心磷脂獨特的結構與電價性質，心磷脂可從萃取的全脂質中由逆向層

析經質譜被分析(圖 7)。所呈現的 TIC (Total ion chromatogram)圖譜中，心磷脂標

準品(C14:0)於 31 分鐘出現(圖 7A)，分子量為 1239.9 m/z(圖 7B)。以此為基準，

可分析樣品裡心磷脂的沖提時間約為 30-36 分鐘(圖 7C)與種類的分佈(圖 7D)，

而有部分少量的心磷脂種類較標準品早 2-3 分鐘被沖提出。由於心磷脂在質譜儀

中 為 負 電 價模式偵 測 ， 因 此 Phosphatidylcholine (PC) 與弱陰 電 性 的

Phosphatidylethanolamine (PE)等脂質可於酸化條件下的移動相被排除。

Phosphatidylglycerol (PG)、Phosphatidylinositol (PI)、Phosphatidylserine (PS)和

Phosphatidic acid (PA)等脂質的分子量都低於 900 Da，而大部分的心磷脂都分布

於 1200-1600 Da。就以上特性可排除其餘種類的脂質出現在心磷脂的分析區段。

其中，心磷脂上脂肪酸鏈(Fatty acyl chains)的碳數都不盡相同，因此在分析區段

中約分佈成 6 個群落。每個群落包含多種不同雙鍵數(Double bond)的心磷脂。 

A.
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圖 7、心磷脂於 HT-1080 細胞之質譜圖：心磷脂標準品 CL(14:0)4 的

TIC (A) 與質譜圖 (B)。和細胞內心磷脂的 TIC (C) 與質譜圖 (D)。 
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雖然多種類的心磷脂可於 LC-MS 中被分離與偵測，但就分子量的訊息不足

以充分辨認出心磷脂上四條脂肪酸鏈的組成。因此使用串聯質譜(MS/MS)的子離

子模式(Product ion mode)來分析細胞中各個種類的心磷脂組成與結構。在MS/MS

中 ， 心 磷 脂根據結 構 的 特 性 具 有 特 定 的 裂 解模式。 以最普遍的

Tetralinoleoyl-cardiolipin(C18:2)為例子(分子量 1448.2 m/z) (圖8A)。心磷脂(C18:2)

經裂解過後的 831、751、695 與 415 m/z 之子離子片段經解析後皆為含概一條或

兩條脂肪酸鏈的裂解片段(圖 8B、D)，或是可從二電價的心磷脂(C18:2)直接裂解

得到亞油酸(Linoleic acid, 278.6 m/z)的脂肪酸片段(圖 8C、D)。基於以上模式，

可辨認出多種心磷脂的詳細結構組成。 

1448.2
-MS

0

2

4

6

4
x10

Intens.

250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 m/z

A.

278.6
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0

100

200

300
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200 300 400 500 600 700 m/z

400

C.

B.
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695.3

751.1

831.1

-MS2(1448.0)

0
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500

750
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1250

1500

Intens.
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D.

M.W. = 279

M.W.= 695Acylglyceroyl phosphate

Fatty acid

M.W.= 753

M.W. = 415

Monoacylglyceroyl phosphate

M.W.= 832M.W. = 279

M.W.= 695Acylglyceroyl phosphate

Fatty acid

M.W.= 753

M.W. = 415

Monoacylglyceroyl phosphate

M.W.= 832

CL(18:2)
4  
M.W. = 1448

 

圖 8、MS/MS 解析心磷脂(C18:2)之結構組成：  

Tetralinoleoyl-cardiolipin 分子量為 1448.2 m/z (A) 經串聯質譜鑑定後

裂解片段(B)，與其脂肪酸鏈的裂解片段(C)。以上裂解片段根據結構

的特性具有特定的裂解模式(D)。 

 

 

3.2 HT-1080 細胞的心磷脂種類 

HT-1080 細胞經 Growth medium培養並於約 90%盤面密度時做分代培養。

而細胞樣品經 Bligh-Dyer 脂質萃取法後，由 LC-MS 分析細胞內粒線體的心磷脂
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組成(表 3)。經篩選與鑑定後，全部共 31 個分子量包含 41 種心磷脂種類(包含心

磷脂標準品)。其中表格上心磷脂種類，如 C70:4，表示此心磷脂的四條脂肪酸的

碳數總和為 70 個碳與 4 個雙鍵。 

 

表 3、HT-1080 細胞中的心磷脂種類 

 

 

Species m/z Formula Species m/z Formula 

C56:0 1239.7 (14:0)(14:0)(14:0)(14:0) C72:7 1450.7 (18:2)(18:2)(18:2)(18:1) 

(16:1)(14:0)(16:1)(18:2)* C72:6 1451.8 (18:2)(18:2)(18:1)(18:1) C64:4 1343.3 

(18:2)(14:0)(18:2)(14:0) C72:5 1453.5 (18:2)(18:1)(18:1)(18:1) 

C64:3 1345.5 (16:1)(14:0)(16:1)(18:1) C72:4 1455.8 (18:1)(18:1)(18:1)(18:1) 

C66:5 1369.7 (16:1)(18:2)(18:2)(14:0) C74:10 1472.5 (16:0)(18:2)(20:4)(20:4) 

C66:4  1371.7 (18:2)(18:1)(16:1)(14:0) C74:9 1474.4 (18:2)(18:2)(18:2)(20:3) 

C66:3 1373.5 (18:1)(16:1)(16:1)(16:0) C74:7 1477.8 (18:1)(18:2)(18:2)(20:2) 

C68:8 1391.5 (34:5)
a

(16:1)(18:2) C76:13 1493.4 (16:1)(18:2)(20:4)(22:6) 

(18:2)(14:0)(18:2)(18:2) C76:12 1495.5 (18:2)(18:2)18:2)(22:6) 

(18:2)(18:2)(16:1)(16:1) (18:1)(18:2)(18:2)(22:6)* 

 

C68:6 

 

1395.7 

(16:1)(18:2)(16:1)(18:2)* 

C76:11 1497.7 

(18:2)(18:2)(20:3)(20:4) 

(16:1)(16:1)(18:1)(18:2) C76:10 1499.5 (18:2)(18:1)(18:2)(22:5) C68:5 1397.7 

(16:1)(18:1)(16:1)18:2)* C78:13 1521.4 (36:4)
a

(20:3)(22:6) 

(16:1)(16:0)(18:1)(18:2) C78:12 1523.5 (18:2)(18:2)(20:4)(22:4) C68:4 1399.3 

(16:1)(18:1)(16:1)(18:1)* (18:1)(18:1)(20:3)(22:6) 

(16:1)(16:1)(18:1)(18:0)* 

C78:11 1525.4 

(18:1)(18:2)(20:2)(22:6)* 

(16:1)(16:0)(18:1)(18:1) C78:9 1529.7 (16:1)(20:4)(20:4)(22:0) 

 

C68:3 

 

1401.3 

(16:1)(18:0)(16:1)(18:1)* 

C70:6 1423.5 (16:1)(18:1)(18:2)(18:2) 

C70:5 1426.1 (16:1)(18:1)(18:1)(18:2) 

C70:4 1427.8 (16:1)(18:1)(18:1)(18:1) 

(18:2)(18:2)(18:2)(18:3) C72:9 1446.4 

(34:4)
a

(20:4)(18:1) 

C72:8 1448.2 (18:2)(18:2)(18:2)(18:2) 

 

Bold: identified species 

*: main species 

a: predicted formula 

 



 14 

3.3 細胞活化(Activation)時期的心磷脂含量與種類 

為了觀測細胞經飢餓環境刺激後復甦的心磷脂種類變化，在此將細胞經由

移除血清的培養(Serum starvation) 48小時使細胞同步進入 G0 時期，此時期的細

胞週期為停滯狀態。在以 Growth medium培養使細胞跳脫 G0 並進入 G1 時期，

並在培養期間於 0、4、8、16 和 22 小時各收成細胞。HT-1080 細胞中的心磷脂

經萃取後以 LC-MS 分析，所有實驗皆為三重複。分析結果中，不管是細胞數還

是心磷脂總量在 16 到 22 小時間都相較明顯於 8 小時內的成長趨勢(圖 9A)。此

結果顯示心磷脂的含量伴隨細胞的複製而增加，而每顆細胞中的心磷脂總量於各

時間點並無瞬間的提升(圖 9B)。 

 

 

圖 9、細胞活化後心磷脂總含量變化： 

細胞經血清移除培養 48 小時，在回復生長環境並於 0、4、8、16 和

22小時收成。經脂質萃取後，以 LC-MS 定量所有細胞(A)與單一細胞

(B)內的心磷脂含量。實驗皆為三重複並以 T-test計算。 

 

對於每個心磷脂種類的含量，都可藉由內標準品(CL14:0)的相對 EIC值做半

定量。雖然每顆細胞中的心磷質總量都保持一定水平，但過程中心磷脂種類的改

變可能對於細胞的生存有較大影響。如圖 10，在 HT-1080 細胞裡的心磷脂種類

分佈在 22小時中幾乎保持相同，其中以脂肪酸鏈總和 68 與 70 個碳的心磷脂種

類含量最高。而隨細胞生長時間的增加，心磷脂種類的百分比含量也有不同程度

的變異。 
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圖 10、HT-1080 細胞中心磷脂各種類分佈與含量變化(Activation)： 

細胞經血清移除培養 48 小時，在回復生長環境並於 0、4、8、16 和

22 小時收成。脂質萃取後，以質譜測量與標準化並藉由 species 

EIC/total EIC得相對含量。 

 

3.4 活化期間心磷脂種類的變異 

心磷脂種類於 HT-1080 細胞中呈現一個常態分佈，在單一脂肪酸鏈上每增

加兩個碳會增加 28 Da。因此在分析區段中心磷脂有數個群落，依照脂肪酸鏈上

碳數總和分別為 C64、C66、C68、C70、C72 以及 C74 的群落(圖 11)。其中以

C68 的群落為最高含量，並隨著碳數的增加或減少而含量降低。在 C66、C68、

C70 與 C72 的群落中總共佔所有心磷脂含量的 70%，而 C64 與 C74 為相對較小

含量的群落。就脂肪酸鏈上的雙鍵而言，每增加一個雙鍵會減少 2 Da，因此在

相同的碳數群落中存在著許多不同雙鍵數的心磷脂。從結果發現，在相同群落的

心磷脂含量百分比隨著活化期間都有一致增減的趨勢。圖中以每個群落中最高含

量的心磷脂種類為代表呈現。雖然每個心磷脂種類趨勢的增幅不同，但可發現脂

肪酸鏈碳數總和較低的心磷脂群落(C64、C66、C68)會隨活化時間而含量下降。

相反的，脂肪酸鏈碳數總和較高的心磷脂群落(C70、C72)含量則上升。 
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圖 11、不同碳數群落的心磷脂含量變化與分佈(Activation)： 

心磷脂群落標記於分子量上方。圖中以每個群落中最高含量的心磷脂

種類為代表，呈現心磷脂種類於 22小時內含量百分比的改變。實驗皆

為三重複並以 T-test計算。 

 

在 C66 群落中，C66：3、C66:4 與 C66:5 的心磷脂種類於活化後呈現含量

下降的趨勢(圖 12A)。其中 C66：4 與 C66：3 為群落中較為主要的心磷脂種類，

分別佔總心磷脂含量的 9.6%與 6.4%。活化 22 小時後，C66：4 與 C66：3 於總

心磷脂含量分別各下降 3.6%與 1.9%，其對於活化初始含量(0小時)相對下降 37%

與 18%。而 C64：3跟 C66群落有相同趨勢，對於活化初始含量相對下降 45%(圖 

11)。在 C68群落中，C68：3、C68：5、C68：6 以及 C68：8 於活化期間都維持

一定含量的心磷脂(圖 12B)。除了 C68：4，其存在於本次實驗的 HT-1080 細胞中

含量最高的心磷脂，對於活化初始含量相對下降 19%，呈現 C68 群落中獨特的

下降趨勢。另外於 HT-1080 細胞中，為下降趨勢的心磷脂種類，也於另一組三重

複實驗中呈現(附件 1)。 
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圖 12、C66 與 C68 之心磷脂含量下降(Activation)： 

細胞從 starvation 活化，並收成於 0、4、8、16和 22小時，經脂質萃

取後以 LC-MS 分析。所有心磷脂種類於 C66 與 C68群落都經過心磷

脂(C14:0)標準品之相對 EIC做定量。實驗皆為三重複並以 T-test計算。 

 

 

在脂肪酸鏈碳數總和 70 以上的心磷脂，活化期間呈現含量上升的趨勢。C70

群落中，C70：4、C70：5 與 C70：6 於總心磷脂含量分別各上升 1.3%、2.5%與

0.7%，其對於活化初始含量(0小時)相對增加 10%、36%與 23%(圖 13A)。而 C72

群落中，C72：4、C72：5、C72：6 與 C72：7 這些群落中含量較高的種類，對

於活化初始含量也顯著的相對增加 33%、50%、33%以及 38% (圖 13B)。C72：8

與 C72：9 於群落中含量較少的種類，分別相對增加 33%與 17%。值得注意的是，

C72：4和 C72：5 為其中含量較大與提升最顯著的心磷脂種類。另外於 HT-1080

細胞中，為上升趨勢的心磷脂種類，也於另一組三重複實驗中呈現(附件 2)。 
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圖 13、C70 與 C72 之心磷脂含量上升(Activation)： 

細胞從 starvation 活化，並收成於 0、4、8、16和 22小時，經脂質萃

取後以 LC-MS 分析。所有心磷脂種類於 C70 與 C72群落都經過心磷

脂(C14:0)標準品之相對 EIC做定量。實驗皆為三重複並以 T-test計算。 
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3.5 Starvation 期間的心磷脂含量與種類 

當細胞經 starvation 的刺激後會進入細胞週期的停滯，停滯期間進行損傷的

修復或能量的保存，其中相對影響到粒線體的活性與 ATP 的生成。從前部分實

驗可看到心磷脂經 starvation 在活化後的變化趨勢，因此在進入 starvation 調控期

間應有相反於前部分實驗的結果。在此實驗中，我們將定量之 3*10
5顆 HT-1080

細胞培養於直徑 6公分培養皿中，經移除血清培養 2天來觀測心磷脂的變化，所

有實驗皆為三重複。的確在分析結果中，心磷脂總量於 starvation 調控 12小時內

平均下降 35%，並維持到 48 小時，其現象與活化實驗的結果相反(圖 14)。由於

Starvation 調控期間，經顯微鏡觀察細胞無明顯增長，亦無死亡所表現的懸浮狀

況。在細胞培養初期即控制每次實驗之細胞數恆定，經過 Starvation 48小時後，

測定其蛋白質濃度，發現調控組與控制組蛋白質總濃度值無顯著差異(附件 3)。

因此判斷細胞數在調控期間已無細胞生長或死亡現象。此結果也顯示，當

HT-1080 細胞進入細胞週期停滯期間，會流失其心磷脂含量。 

 

圖 14、Starvation 後心磷脂總含量變化： 

細胞經血清移除培養 48小時，並於 0、12、24、36和 48小時收成。

經脂質萃取後，以 LC-MS 定量所有細胞內的心磷脂含量。實驗皆為

三重複並以 T-test計算。 

 

 

對於每個心磷脂種類的含量，一樣藉由內標準品(CL14:0)的相對 EIC值做半

定量。如圖 15，經 starvation 調控後，HT-1080 細胞裡的心磷脂種類分佈在 48
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小時中幾乎保持相同，其中也以脂肪酸鏈總和 68 與 70 個碳的心磷脂種類含量最

高。而隨環境刺激的時間增加，心磷脂種類的百分比含量也有不同程度的變異。

相對於活化調控的實驗，可發現經 starvation 調控的心磷脂種類變異程度較大。 
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圖 15、HT-1080 細胞中心磷脂各種類分佈與含量變化(Starvation)： 

細胞經血清移除培養 48小時，每 12小時收成一次。脂質萃取後，以

質譜測量與標準化並藉由 species EIC/total EIC得相對含量。 

 

 

 

 

3.6 Starvation 期間心磷脂種類的變異 

在實驗結果中，除了發現總心磷脂含量趨勢與活化調控相反，在心磷脂各

種類的含量變化也有趨勢上相反的變異(圖 16)。其中，脂肪酸鏈碳數總和較低的

心磷脂群落(C64、C66、C68)會隨調控時間而含量上升。相反的，脂肪酸鏈碳數

總和較高的心磷脂群落(C70、C72)含量則下降。圖中以每個群落中最高含量的心

磷脂種類為代表呈現。 
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圖 16、不同碳數群落的心磷脂含量變化與分佈(Starvation)： 

心磷脂群落標記於分子量上方。圖中以每個群落中最高含量的心磷脂

種類為代表，呈現心磷脂種類於 48小時內含量百分比的改變。實驗皆

為三重複並以 T-test計算。 

 

 

 

從 C66 群落中，C66：3、C66:4 與 C66:5 的心磷脂種類於活化後呈現含量

上升的趨勢(圖 17A)。其中 C66：4 與 C66：3 為群落中較為主要的心磷脂種類，

分別佔總心磷脂含量的 5.4%與 4.6%。Starvation 調控 48小時後，C66：4 與 C66：

3 於總心磷脂含量分別各上升 4.4%與 1.1%，其對於調控初始含量(0小時)相對上

升 45%與 19%。而 C64：3跟 C66群落有相同趨勢，對於活化初始含量相對上升

32%(圖 16)。在 C68群落中，C68：3、C68：5 以及 C68：8 於 starvation 期間都

維持一定含量的心磷脂(圖 17B)。除了 C68：4，其於總心磷脂含量上升 3.8%，

對於調控初始含量相對上升 21%。而 C68：6 於總心磷脂含量也些微上升 0.5%。 
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圖 17、C66 與 C68 之心磷脂含量上升(Starvation)： 

細胞經 starvation 培養 48 小時，每 12 小時收成一次，經脂質萃取後

以 LC-MS 分析。所有心磷脂種類於 C66 與 C68 群落都經過心磷脂

(C14:0)標準品之相對 EIC做定量。實驗皆為三重複並以 T-test計算。 

 

 

在脂肪酸鏈碳數總和 70 以上的心磷脂，starvation 期間呈現含量下降的趨

勢。C70群落中，C70：4、C70：5 與 C70：6 於總心磷脂含量分別各下降 3.4%、

3.4%與 0.7%，其對於調控初始含量(0小時)相對減少 21%、47%與 21%(圖 18A)。

而 C72群落中，C72：4、C72：5、C72：6 與 C72：7這些群落中含量較高的種

類，對於調控初始含量也相對減少 30%、50%、31%以及 19% (圖 18B)。C72：8

與 C72：9 於群落中含量較少的種類，分別相對減少 41%與 40%。值得注意的是， 

C72：5 為其中含量較大與下降最顯著的心磷脂種類。 
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圖 18、C70 與 C72 之心磷脂含量下降(Starvation)： 

細胞經 starvation 培養 48 小時，每 12 小時收成一次，經脂質萃取後

以 LC-MS 分析。所有心磷脂種類於 C70 與 C72 群落都經過心磷脂

(C14:0)標準品之相對 EIC做定量。實驗皆為三重複並以 T-test計算。 

 

 

3.7 結論 

樣品細胞經串聯質譜的鑑定後，總共於 HT-1080 細胞中找到 41 種心磷脂，

其依照脂肪酸鏈上碳數總和分別為 C64、C66、C68、C70、C72 以及 C74 的群落，

並常態分佈於心磷脂的分析區段。樣品細胞在實驗中，分別經 starvation 與活化

的調控。在 starvation 調控中，隨著進入細胞週期的停滯，各細胞的心磷脂含量

下降。此實驗結果也指出，細胞可能在此時期對於心磷脂或是其功能有較少的需

求。而活化調控中，整體心磷脂的含量隨細胞複製而增加，但各細胞中的心磷脂

含量並無明顯提升。這可能也暗示心磷脂從細胞週期停滯狀態到細胞增生時期，

心磷脂的合成與降解維持一定的平衡。兩組實驗的調控於心磷脂總量呈現相反的
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調節趨勢，且調控過程並不影響 HT-1080 細胞的心磷脂種類分部。但各種類的含

量卻會在調控下有不同的增減趨勢，圖中以每個群落中最高含量的心磷脂種類為

代表呈現(圖 19)。在 C64 與 C66群落，心磷脂含量皆於 24小時內變化較高，而

C68群落相對變化較小。就群落分佈裡相對低碳數的心磷脂種類，其含量皆會隨

活化調控而下降。相反，在 starvation 調控中則上升。這些碳數相對較少的心磷

脂種類，大部分都為 Myristic acid (C14:0)、Palmitic acid (C16:0)與其不飽和形式

的脂肪酸鏈所組成。在 C70 與 C72群落，心磷脂含量分別於活化與 starvation 調

控中，在 24 小時內明顯上升與下降。這些碳數相對較多的心磷脂種類，大部分

都為 Palmitic acid (C16:0)、Oleic acid (C18:1)與其更多不飽和形式的脂肪酸鏈所

組成。從兩組實驗調控間可發現，除了心磷脂總量上的相反成長，各種類的含量

趨勢也都隨著調控而相反調節，此實驗結果也於 MCF-7 細胞株中證實(附件 4)。

其結果顯示，當 HT-1080 細胞從細胞週期被抑制的狀態復甦(活化)後，粒線體中

的心磷脂組成會趨向於較長碳鏈的脂肪酸鏈。 

 

 

圖 19、Starvation (cell cycle arrest)與活化調控(cell survival)於各心磷脂

含量之趨勢比較：心磷脂群落標記於分子量上方。圖中以每個群落中

最高含量的心磷脂種類為代表，呈現心磷脂種類於各時間內含量百分

比的改變。實驗皆為三重複並以 T-test計算。 
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3.8 延伸討論 

細胞週期的停滯可以使癌細胞進入休眠狀態，在癌症化療的應用中也是被

重視的方法之一，但這其中也伴隨著一定風險的問題 56。若癌細胞從休眠狀態復

甦，則會導致癌症的復發，更可能威脅到正在接受化療的病患。而有文獻指出，

若癌細胞中粒線體的脂質組成發生改變，則會降低接受刺激的敏感度以及 ATP

的生成效率 57, 58。心磷脂為一個獨特且關鍵存在於粒腺體內膜上的磷脂質，其被

發現為對稱形式且以 linoleic acid (C18:2)為主存在於人體中。然而有部分的心磷

脂會被氧化，導致組成的不對稱性 59。癌細胞因為失去重建心磷脂的能力，因此

會失去原本心磷脂的對稱性，也導致癌細胞內未成熟心磷脂的累積 60。此現象的

確也於我們實驗的纖維肉瘤細胞(HT-1080)的心磷脂鑑定中發現，其心磷脂組成

不同於我們先前在豬心、豬肝和牛心中發現 CL(18:2)4 (Tetralinoleoyl-cardiolipin)

為主的心磷脂組成。在心磷脂的種類中，不管為細胞週期停滯、生長過程、過度

生長狀態甚至是細胞死亡都會呈現常態分佈的心磷脂群落。在我們實驗中，復甦

後細胞的心磷脂總量提升，但在單一細胞內的心磷脂總量卻沒有改變。這可能也

暗示心磷脂從細胞週期停滯狀態到細胞增生時期，心磷脂的合成與降解維持一定

的平衡。當細胞進入細胞週期停滯狀態並且保持存活時，心磷脂總量則大幅下

降。此實驗結果也指出，細胞可能在此時期對於心磷脂或是其功能有較少的需求。 

在此實驗總共於 HT-1080 細胞鑑定出超過 40 種對稱與非對稱形式的心磷

脂，其非對稱的存在現象也是由於癌細胞重建心磷脂能力的缺陷。先前有文獻指

出，心磷脂的置換(Turnover)遠比其它磷脂質的置換還要慢 61。在我們實驗中，

心磷脂種類也在細胞週期停滯或活化中，持續於 1天內發生改變。細胞週期停滯

時，心磷脂從高碳數的脂肪酸鏈往低碳數的脂肪酸鏈置換，其相反結果於活化調

控。因此，心磷脂上脂肪酸鏈的碳數非常可能成為進入或脫離細胞週期時調節粒

線體功能的關鍵。而脂肪酸鏈上的雙鍵數，在此實驗中似乎不是影響心磷脂重建

的因素，雖然越高碳鏈數的脂肪酸也可能伴隨越多的雙鍵數。在此實驗結果顯



 26 

示，HT-1080 細胞在休眠期時並不需要高效益的粒線體來製造 ATP。因此，粒線

體中的心磷脂被取代成較短碳鏈的脂肪酸，並可能將較長碳鏈的脂肪酸用於細胞

生存上的維持，如生物能源的製造或生物分子的合成。在細胞復甦後的增生過程

中，心磷脂從短碳鏈的脂肪酸置換成高碳數的脂肪酸。此結果也指出心磷脂的重

建酵素可能還有活性來置換脂肪酸。因此，若避免心磷脂回復到長碳鏈的組成，

或許能成為一個預防癌細胞擴散與增生的方法。 

 

 

 



 27 

第四章 結果與討論(二)-化療藥物調控 

 

4.1 化療藥物調控細胞週期停滯 

前部分實驗中發現營養匱乏造成的細胞週期停滯，顯著的影響 HT-1080 細

胞中粒線體的心磷脂組成。因此在此部分實驗中運用無血清陪養 (Serum 

starvation)與化療藥物(chemotherapy drugs): Methotrexate (MTX)、Mitomycin C 

(MMC)和 Vincristine (VIN)來調控 HT-1080 的細胞週期，使週期分別停滯在

G0/G1、S、G2和M 時期(圖 20)。並藉由 MTT 測試篩選出最低有效抑制生長濃

度的化療藥物劑量(附件 5)，將細胞於 Growth medium 中培養 48 小時來觀察

HT-1080 細胞進入各細胞週期停滯(cell cycle arrest)間的心磷脂組成變化。 

 

Serum

Starvation

Methotrexate

Mitomycin C

Vincristine

Serum

Starvation

Methotrexate

Mitomycin C

Vincristine
 

圖 20、化療藥物調控細胞週期停滯： 

實驗中以無血清培養(Serum starvation) 48 小時使細胞週期停滯在

G0/G1 階段。而極低濃度的化療藥物 Methotrexate 、Mitomycin C 與

Vincristine 的於細胞培養液培養 48小時後分別使細胞週期停滯在 S、

G2 與 M 階段。 
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4.2 化療藥物調控期間的心磷脂含量變化 

為了觀測細胞經化療藥物刺激後心磷脂總含量的變化，在此將細胞經由無

血清培養(Serum starvation) 與含有化療藥物的 Growth medium (Methotrexate 

50nM、Mitomycin C 2µM、Vincristine 0.25nM)中培養 48小時使細胞週期漸入停

滯狀態，並在培養期間每 12小時各收成細胞直至 48小時。HT-1080 細胞中的心

磷脂經萃取後以 LC-MS 分析，所有實驗皆為三重複。分析結果中，除了 Starvation 

調控組的總心磷脂含量於 12小時內明顯下降約 20% (圖 21A)，Methotrexate 、

Mitomycin C 以及 Vincristine 調控組的總心磷脂含量則是在 48小時內有明顯的

倍數提升 (圖 21B, C, D)。由於化療藥物的調控使細胞週期進入停滯狀態，細胞

數也不會有所增長，因此意味著單顆細胞中的心磷脂在低濃度的化療藥物調控期

間持續累積於細胞中。 

 

圖 21、無血清培養與化療藥物調控後心磷脂總含量變化： 

細胞經血清移除培養與各化療藥物培養 48小時，並於 0、12、24、36

和 48小時收成。經脂質萃取後，以 LC-MS 定量所有細胞內的心磷脂

含量。統計皆以 T-test計算。 
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4.3 調控期間的心磷脂種類分佈 

對於細胞中每個心磷脂種類的含量，可藉由內標準品(CL14:0)的相對 EIC

值做半定量。如圖 22，以無血清培養的調控組為代表，HT-1080 細胞中的心磷脂

在各碳數族群中呈現常態分佈。其中以脂肪酸鏈總和 68、70 與 72 個碳的心磷脂

種類含量最高。隨無血清培養的調控，相對較長碳鏈的心磷脂族群(C72、C74)

含量下降，而相對較短碳鏈的心磷脂族群(C66、C68)含量則上升，可發現與前部

份實驗結果相同(參考 3.5章節)。Methotrexate 、Mitomycin C 以及 Vincristine 調

控組的變化皆直接以圖中「調控 48小時與 0小時的差值」呈現於下個小節探討。

化療藥物調控後的各別心磷脂種類含量變化也呈現於附件 6 ~ 8。 
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圖 22、HT-1080 細胞中心磷脂各種類分佈與含量變化(Starvation)： 

細胞經血清移除培養 48小時，每 12小時收成一次。脂質萃取後，以

質譜測量與標準化並藉由 species EIC/total EIC得相對含量。 
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4.4 心磷脂組成於細胞週期的改變 

無血清培養與化療藥物調控的心磷脂種類分佈與含量變化圖(如圖 22)中，

以調控 48小時與 0小時之相對變化圖(48hr - 0hr)呈現於圖 23。其結果顯示，當

HT-1080 細胞的細胞週期被停滯於 G0/G1、G2和M 時期，碳數總和較低的心磷

脂群落(C66、C68)隨著進入細胞週期的停滯而含量上升，而碳數總和較高的心磷

脂群落(C72、C74)含量則下降。其中細胞週期停滯於 S 時期呈現獨特的相反變化

趨勢，在碳數總和較低的心磷脂群落(C66、C68)含量下降，而相對碳數總和較高

的心磷脂群落(C72、C74)含量則明顯上升。而各細胞週期的心磷脂含量變化趨勢

中，屬於中間群落的 C70 心磷脂種類在 G0/G1 與 S 時期為含量下降趨勢，在 G2

和M 時期則呈現含量上升趨勢，整體表現出不同於其他群落在細胞週期的獨特

變化。總結所有趨勢變化也顯示出，隨著 HT-1080 的細胞週期停滯於 S 時期中，

其粒線體內心磷脂的組成有相反於其他時期的重大轉變。 
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圖 23、心磷脂組成於細胞週期停滯的改變： 

經無血清培養與化療藥物調控 48小時，各時期心磷脂種類含量變化以

調控 48小時與 0小時之差值呈現。 
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4.5 結論 

本次實驗藉由前部分實驗的心磷脂質譜分析系統(參考 3.1章節)，重新分析

另一代 HT-1080 細胞的心磷脂種類分布與總量變化。在總量分析結果中，

Starvation 調控組的總心磷脂含量於 12小時內明顯下降，在此營養匱乏條件下的

趨勢性變化已於前部分實驗探討(參考第三章)。而本次實驗在給予細胞營養充足

的情況下，加入了不同細胞週期專一性抑制的化療藥物。實驗結果發現，經化療

藥物 Methotrexate 、Mitomycin C 以及 Vincristine 調控後的總心磷脂含量在調控

48小時內有明顯的倍數提升。由於化療藥物的調控使細胞週期進入停滯狀態，

細胞數也不會有所增長，意謂單顆細胞中的心磷脂在低濃度的化療藥物調控期間

持續累積於細胞中，因此也暗示著細胞內粒線體還在持續複製，或單顆粒線體中

心磷脂含量的增加。心磷脂種類含量分析中，再 Starvation 調控組我們看到與前

部分實驗相同的情況，呈現短碳鏈的心磷脂增加而長碳鏈的心磷脂下降。由於營

養的缺乏，長碳鏈心磷脂的脂肪酸可能作用於能量帶謝，以提供基本的生命維

持。相反再營養正長的條件下，我們可看到細胞週期 S 時期有相反於 G2、M 時

期的趨勢，其為長碳鏈的心磷脂含量增加。這意味著心磷脂合成酶在此階段開始

合成心磷脂，也由於在合成期間需要較高的粒線體活性來提供能量，因此趨向於

長碳鏈的心磷脂，其狀況與 cell survival 類似。而再 G2/M 時期中，可看見兩個

時期的趨勢相近。由於 G2/M較為接近，並因為接續再 S 時期完成生物分子的合

成後不需要高效益的粒線體活性，因此相對增加短碳鏈的心磷脂含量，來回到原

本粒線體心磷脂組成的趨勢。 

 

 

 

4.6 延伸討論 

癌症病患若長期服用化療藥物，對於病患全身是一種藥物性的刺激。在臨

床上的化療藥物，絕大部分都是以抑制細胞週期來調控癌細胞的生長。而細胞週
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期的進行需結合粒線體週期來運作，因此細胞週期的停滯勢必影響(或是被影響)

到粒線體週期的調控
6, 7

。心磷脂為一個獨特且關鍵存在於粒線體內膜上的磷脂

質，其涉及到粒線體膜的架構與功能性。在我們實驗結果中，癌細胞在營養匱乏

的環境下心磷脂的總含量下降，說明細胞可能在此時期對於心磷脂或是其功能有

較少的需求(參考第三章)。化療藥物在癌細胞營養充足的環境下進行調控，細胞

停止生長而心磷脂總含量卻顯著上升。此結果說明粒線體的心磷脂還在代謝或堆

積，也意味著在細胞週期被化療藥物停滯時，粒線體週期可能脫離停滯的細胞週

期而獨立運行。在此時期的粒線體或許還在自我複製或製造心磷脂，因而造成調

控期間心磷脂的總量增加。 

正常的細胞週期在運行期間，必須通多個檢查點(check point)來進入下一個

階段。當細胞從細胞週期 G1 到 S 時期，會提高粒線體的活性以及 ATP 的效能來

通過 G1/S 的檢查點，進而幫助 S 時期的各種生物分子來進行複製 62。實驗結果

發現，在停滯於 S 時期的心磷脂組成呈現長碳鏈心磷脂種類上升的趨勢，其結果

相反於其他細胞週期階段。此結果除了說明細胞週期 S 時期對於心磷脂組成的獨

特性。配合第三章活化實驗的結果，也暗示長碳鏈心磷脂種類，可能對於粒線體

內膜內的複合蛋白有較高穩定性，因此涉及到粒線體高度活性的表現。整體結果

也意味著，長期服用化療藥物的癌症病患可能會影響到其粒線體內心磷脂的組成

與含量。相反地，長碳鏈心磷脂組成的調控或許能能成為抑制癌細胞生長或提升

正常細胞代謝功能的新指標。 
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附件 1、C66 與 C68 之心磷脂含量下降(Activation)：細胞從 starvation 活

化，並於每 2 小時收成一次至 22 小時，經脂質萃取後以 LC-MS 分析。

所有心磷脂種類於 C66 與 C68 群落都經過心磷脂(C14:0)標準品之相對

EIC做定量。 
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附件 2、C70 與 C72 之心磷脂含量下降(Activation)：細胞從 starvation 活

化，並於每 2 小時收成一次至 22 小時，經脂質萃取後以 LC-MS

分析。所有心磷脂種類於 C70 與 C72群落都經過心磷脂(C14:0)標

準品之相對 EIC做定量。 

 

C70:6

0

1

2

3

4

5

0 2 4 6 8 10 1214 1618 2022

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C70:5

0

2

4

6

8

0 2 4 6 8 10 1214 1618 2022

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C70:4

0

5

10

15

20

0 2 4 6 8 10121416182022

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:9

0

2

4

6

8

0 2 4 6 8 10 1214 1618 2022

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:8

0

1

2

3

4

0 2 4 6 8 10 1214 1618 2022

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:7

0

1

2

3

4

0 2 4 6 8 10 1214 1618 2022

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:5

0

1

2

3

4

0 2 4 6 8 10 1214 1618 2022

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:4

0

1

2

3

4

0 2 4 6 8 10 1214 1618 2022

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

A.

B.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 40 

附件 3、經 Starvation 調控後細胞生長停滯：HT-1080 細胞經 starvation 培養 48

小時後，以 Bradford protein assay 測量培養前後所有細胞的蛋白質總濃度。 
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附件 4、MCF-7 細胞株 Starvation (cell cycle arrest)與活化調控(cell survival)於各心

磷脂含量之趨勢比較：實驗方法同 HT-1080 實驗組。心磷脂群落標記於分

子量上方。圖中以每個群落中最高含量的心磷脂種類為代表，呈現心磷脂

種類於各時間內含量百分比的改變。 
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附件 5、化療藥物於 HT1080 細胞之 MMT 測試：各化療藥物皆於 Growth medium

中調控細胞 48小時。以 48小時內不讓細胞生長且不會過多死亡之最低有

效劑量為篩選標準。測試後(A) Methotrexate 採用 50nM、(B) Mitomycin C

採用 2µM和(C) Vincristine 採用 0.25nM 為實驗操作濃度。 
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附件 6、HT-1080 細胞經 Methotrexate 調控 48小時，每 12小時收成一次，經脂

質萃取後以 LC-MS 分析。所有心磷脂種類都經過心磷脂(C14:0)標準品之

相對 EIC做定量。 

C66:5

0.0

0.5

1.0

1.5

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C66:4

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C66:3

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:8

0.0

0.5

1.0

1.5

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:6

0

1

2

3

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:5

0

2

4

6

8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:4

0

2

4

6

8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:3

0

2

4

6

8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

A.

B.

C66:5

0.0

0.5

1.0

1.5

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C66:4

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C66:3

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:8

0.0

0.5

1.0

1.5

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:6

0

1

2

3

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:5

0

2

4

6

8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:4

0

2

4

6

8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:3

0

2

4

6

8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C66:5

0.0

0.5

1.0

1.5

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C66:4

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C66:3

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:8

0.0

0.5

1.0

1.5

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:6

0

1

2

3

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:5

0

2

4

6

8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:4

0

2

4

6

8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C68:3

0

2

4

6

8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

A.

B.

 

C70:6

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C70:5

0

5

10

15

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C70:4

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:9

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:8

0

1

2

3

4

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:7

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:6

0

5

10

15

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:5

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:4

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C.

D.

C70:6

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C70:5

0

5

10

15

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C70:4

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:9

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:8

0

1

2

3

4

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:7

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:6

0

5

10

15

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:5

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:4

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C70:6

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C70:5

0

5

10

15

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C70:4

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:9

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:8

0

1

2

3

4

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:7

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:6

0

5

10

15

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:5

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C72:4

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C.

D.

 



 44 

C74:10

0

1

2

3

4

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C74:9

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C74:7

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:13

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:12

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 12 24 36 48

Time(hr)
(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:11

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:10

0.0

0.5

1.0

1.5

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

E.

F.

C74:10

0

1

2

3

4

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C74:9

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C74:7

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:13

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:12

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 12 24 36 48

Time(hr)
(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:11

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:10

0.0

0.5

1.0

1.5

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C74:10

0

1

2

3

4

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C74:9

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C74:7

0

2

4

6

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:13

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:12

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 12 24 36 48

Time(hr)
(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:11

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

C76:10

0.0

0.5

1.0

1.5

0 12 24 36 48

Time(hr)

(E
IC
/t
o
ta
l 
E
IC
)%

E.

F.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 45 

附件 7、HT-1080 細胞經 Mitomycin C 調控 48小時，每 12小時收成一次，經脂

質萃取後以 LC-MS 分析。所有心磷脂種類都經過心磷脂(C14:0)標準品之

相對 EIC做定量。 
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附件 8、HT-1080 細胞經 Vincristine 調控 48小時，每 12小時收成一次，經脂質

萃取後以 LC-MS 分析。所有心磷脂種類都經過心磷脂(C14:0)標準品之相

對 EIC做定量。 
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