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中文摘要 

BK 鉀離子通道 (Large-conductance voltage- and calcium-gated 

potassium channels)之結構為四聚體，參與了許多生理機制。當 BK通

道活化時，會對特定生理刺激提供回饋調節，包括細胞質內鈣離子濃

度的變化。Focal adhesion kinase (FAK)參與細胞粘連、細胞爬行、細

胞週期等重要生理過程。過去研究指出許多癌細胞的 FAK 表達有增

多的現象。PF573228 是一種抗癌化合物，研究已知其是個強效而有

選擇性的 FAK抑制劑，並且可以不經抑制 FAK磷酸化途徑對 BK通

道直接作用。以上發現揭示了癌細胞的 BK鉀離子電流與細胞爬行可

能會有關聯。為了驗證這個假說在大腸癌細胞株 (SW480)是否成立，

我們首先以逆轉錄聚合酶鏈式反應 (RT-PCR)確定了 BK 通道的表達。

接著，我們測量 SW480 細胞在有 BK 通道活化劑  (PF573228, 

BMS-19011)、BK 通道抑制劑 (Paxilline)或者促分裂原活化蛋白激酶 

(MAPK)抑制劑 (U0126)等不同藥物存在的影響下，其細胞存活度的

變化。我們也利用 Transwell Migration Assay觀察上述之藥物對癌細

胞的爬行能力的影響。實驗數據指出活化BK通道可以抑制細胞爬行，

但活化或抑制 BK 通道對生長或爬行無顯著影響。此外，PF-573228

對 SW480 大腸癌細胞之抑制作用主要透過抑制 FAK 進行，而活化

BK鉀電流則扮演次要的角色。 
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Abstract 

BK (Large-conductance voltage- and calcium-gated potassium) 

channels are tetrameric proteins that are important regulators of numerous 

physiological functions. When activated, BK channels may provide 

feedback regulation on certain physiological stimuli, including the 

fluctuation of cytoplasmic calcium. Focal adhesion kinase (FAK) 

regulates many cell functions including focal adhesion, cell migration and 

cell cycle progression. FAK has been previously reported to be increased 

in many cancer cells, and oscillating activity of BK channels appears to 

be important for the migration of some metastatic cells. PF573228, an 

effective anticancer compound that potently and selectively inhibits FAK, 

was reported to exert an additional effect on BK channels via a pathway 

unlinked to the inhibition of FAK phosphorylation. The above findings 

suggest a possible correlation between BK potassium currents and tumor 

suppression in cancer cells. To test this hypothesis in an adenocarcinoma 

cell line (SW480), we first confirmed the expression of BK channels by 

RT-PCR. We then measured the viability of SW480 cells in the presence 

of BK channel agonists (PF573228, BMS-191011), antagonist   

(Paxilline), as well as a mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

inhibitor (U0126) by MTT Assay. We also investigated how the above 

chemicals affect cancer cell metastasis by performing Transwell 

Migration Assay. Current data indicated that activation of BK channels 

does inhibit cancer cell migration. On the other hand, PF573228 indeed 

reduces cancer cell migration mainly by inhibiting FAK and partly by 

activating BK currents. 
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前言 

    細胞轉化成癌細胞的途徑非常多，例如：表皮生長因子受器 

(epidermal growth factor receptor, EGFR)失調，導致細胞過度生長  

(Cunningham et al., 2004)，或者胞外基質與 integrin傳來的刺激與 focal 

adhesion kinase (FAK)的反應失常，讓細胞不易凋亡、過度增殖與爬

行活躍 (So et al., 2011; Zhao and Guan, 2009)。然而比起原位癌，最讓

人們聞風色變的還是隨著血液循環系統移動，可能在人體的任一組織

器官形成新病灶的轉移癌。 

癌細胞的轉移需要透過細胞爬行 (cell migration)這個過程來進

行。細胞要移動的時候細胞前端突出，與基質表面接觸固著，形成一

個特殊構造 focal adhesion (FA)，接著細胞後緣的 FA瓦解，因為細胞

骨架產生的收縮性而使細胞往前移動 (Ananthakrishnan and Ehrlicher, 

2007)。FA是很多蛋白質組成的蛋白複合體，包含 α-actin、FAK、Src、

Talin與 Cas-Crk等蛋白 (Pellinen and Ivaska, 2006)。由胞外基質傳來

的外界刺激可透過 integrin與 FA複合體的蛋白質互動，進而影響細

胞的爬行方向或能動性 (motility) (Ananthakrishnan and Ehrlicher, 

2007)。過去研究指出許多癌細胞之 FA有增多 focal adhesion kinase 

(FAK)表達的現象 (So et al., 2011)。 

PF573228是一種抗癌化合物，研究已知是強效而有選擇性的
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FAK抑制劑 (Jones et al., 2009)。PF573228會與 FAK的 ATP結合位

作用，抑制 FAK的酵素活性使 FA更替減少，導致細胞爬行能力下

降。2011年 So與其研究團隊發現 PF573228具有不經抑制 FAK磷酸

化途徑對 BK通道直接作用的能力 (So et al., 2011)。他們使用腦垂體

癌細胞株 GH3的實驗顯示，PF573228增加 BK通道的活性，使 BK

通道的鉀電流增大以及增加通道開啟的機率。此結果揭示了癌細胞的

BK鉀離子電流與細胞移行可能會有關聯。 

BK通道是由 α次單元形成的四聚體蛋白，α次單元有七個穿膜

區，包含電壓感應區與參與孔道形成的區域。α次單元位在細胞膜內

側的 C端有兩個 RCK (regulating conductance of K
+
)區，能與二價之鈣

或鎂金屬離子結合。因此 BK通道的開啟與活化可受電壓改變與二價

金屬離子的濃度調節 (Contreras et al., 2013; Zhang and Yan, 2014)。

BK通道參與許多生理過程，例如在肌肉細胞，當細胞接受外界刺激

使膜電位上升至-40 mV，細胞膜上的鈣離子通道因為膜電位改變而開

啟，讓細胞外的鈣離子流入細胞，膜電位變得更正電性，流入的鈣離

子也會讓肌漿網 (sarcoplasmic reticulum)上的鈣離子通道開啟，令儲

存在鈣離子通道內的鈣離子釋放到細胞質內。累積的鈣離子濃度與更

加上升的膜電位，促使細胞對刺激做出反應，例如收縮。但是鈣離子

也會活化細胞膜上的 BK通道開啟，讓鉀離子流出細胞外，流失正電
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荷而降低膜電位。細胞過極化使得細胞膜上的鈣離子通道關閉，細胞

停止收縮 (Standen, 2000)。因此 BK通道能中止細胞對外來刺激產生

的反應，扮演類似汽車剎車器的角色。 

大腸直腸癌在許多已開發國家為男性第二癌症死因(僅次於肺

癌)，女性的三癌症死因 (Su et al., 2012)。近年來台灣人民醫療科技

進步與飲食生活習慣之改變，導致老年人口比例增加，以及過重與肥

胖的人數上升，大腸直腸癌在台灣不論男女性皆為排名第三之造成死

亡的癌症 (Su et al., 2012)。因此如何有效控制並醫治大腸直腸癌的病

情，是台灣急切需要探討的醫療議題。本實驗以大腸直腸癌之細胞株

進行實驗，研究 BK通道之活化與抑制在大腸癌細胞生理扮演何種角

色，期望能找出並發展新的醫療方向。 

本實驗探討之細胞株 SW480為來自五十歲男性大腸直腸癌的細

胞株，研究己知其對抗表皮生長因子受器的 (anti-EGFR)標靶藥物

Cetuximab (商品名 Erbitux)具有抗藥性，由於 SW480細胞之 KRAS 

(Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)基因的第十二個密碼子 

(codon)之突變 (G12V)，使得抗體無法辨識，而無法有效抑制 SW480

細胞的 RAS/RAF/MAPK 訊息傳遞途徑持續活化 (Kumar et al., 2014; 

Napolitano et al., 2015)。針對此種 KRAS突變之大腸癌細胞類型，尋

找新的大腸直腸癌治療方法對具有此突變的病人極為重要。 
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本實驗根據 2011年 So研究的結果 (So et al., 2011)，假設增強

BK鉀通道電流的活化會有抑制癌細胞活性的效果，反之若抑制了BK

鉀通道電流的產生則會讓癌細胞更加活躍 (圖一)。為了驗證這個假

說，我們使用具有抗標靶藥物能力的 SW480細胞株，檢驗其對 BK

通道活化劑、抑制劑的反應，期望透過離子通道的調節，能找出新的

癌症治療方針，來達到抑制大腸癌症的效果。 
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材料與方法 

細胞培養 

    SW480細胞株 (東海生科系細胞生物學實驗室)培養於含有 10 %

胎牛血清 (Gibco)與 1 % Penicillin-streptomycin (Biowest)的

RPMI-1640 (Gibco)細胞培養液中，細胞種在 60 mm無菌細胞培養皿 

(Biofil)培養於 37 ℃，5 % CO2的細胞培養箱，細胞長滿底盤時進行

繼代，使用 0.5 ml trypsin (Corning)將細胞切下，以 2.5 ml 細胞培養液

懸浮細胞後，分六分之一的細胞至含 3.5 ml 培養液的新 60 mm培養

皿中，每隔三到四天進行下一輪繼代。 

 

萃取 total RNA 

種於 60 mm細胞培養皿的 SW480細胞長滿，使用 trypsin將細胞

切下，其中六分之一用於繼代，另取六分之一種於含 2 ml 培養液之

35 mm無菌細胞培養皿 (Falcon)，於 37 ℃，5 % CO2細胞培養箱放置

24小時。配置 PBS溶液，10倍濃度配方如下：1.37 M NaCl、0.03 M 

KCl、0.08 M Na2HPO4與 0.015 M KH2PO4，以 5 M NaOH溶液調至

pH 7.2。滅菌後，用滅菌二次水稀釋為一倍的作用濃度。24小時後拿

出培養皿置冰上 2分鐘，吸除培養液，用冰 PBS洗三次，加 1 ml TRIzol 

(Invitrogen)到培養皿中，搖勻置冰上 5分鐘。刮下細胞裝入微量離心

管，於室溫下等 5分鐘加 0.2 ml chloroform搖勻，室溫下靜置三分鐘



9 

 

後，在 4 ℃離心機以 12100 rpm離心 15分鐘後，吸上清液到新的微

量離心管，加入等體積的 Isopropanol搖勻，於-20 ℃放置 20分鐘，

再於室溫靜置 10分鐘。在 4 ℃離心機以 12100 rpm離心 10分鐘，吸

除上清液，留下含 total RNA之沉澱物，再加入 0.5 ml 75 %乙醇將沉

澱物搖起，接著用 4 ℃離心機以 10500rpm離心 5分鐘，吸乾乙醇，

將 total RNA沉澱物風乾後加入 20 μl滅菌二次水。 

 

RT-PCR 

將 total RNA作為模板以 2X RT smart mix (SolGent)進行反轉錄

作出 cDNA，取 1 μg total RNA 加入 0.5 μl 100 μm oligo dT primer、

10 μl 2X RT smart 以及滅菌二次水混合至總體積 20 μl，在室溫下等 5

分鐘後，加熱至 53 ℃維持 1小時候，於 95 ℃放置 5分鐘做出 cDNA。 

 

Gradient PCR與 PCR 

利用 2X SuperRed PCR Master Mix (BioTools)進行 PCR反應。

Positive control取 1 μl cDNA加 12.5 μl 2X PCR Master Mix、1 μl 

GAPDH forward primer、1 μl GAPDH reverse primer 與滅菌二次水。

BK1組取 1 μl cDNA加 12.5 μl 2X PCR Master Mix、1 μl BK1 forward 

primer、1 μl BK1 reverse primer 與滅菌二次水。BK2組取 1 μl cDNA

加 12.5 μl 2X PCR Master Mix、1 μl BK2 forward primer、1 μl BK2 

reverse primer (Chen et al., 2010)與滅菌二次水。Negative control 只加
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12.5 μl 2X PCR Master Mix、1 μl BK2 forward primer、1 μl BK2 reverse 

primer 與滅菌二次水。每組 primer濃度為 10 μM，每組反應總體積皆

為 25 μl，進行以下 gradient PCR反應: 95℃反應 5分鐘後，95℃反應

20秒，50.7至 56.8℃分六組溫度各反應 1分鐘，72℃反應 1分鐘，

進行 35個循環，最後再 72℃反應 5分鐘，由 gradient PCR 得到最佳

反應溫度，再進行以下 PCR反應：95℃反應 5分鐘後，95℃反應 20

秒，53.5℃反應 1分鐘，72℃反應 1分鐘，進行 35個循環，最後再

以 72℃反應 5分鐘。PCR產物與 marker (Gen100 DNA Ladder; 

GeneMark)以加入DNA View (Biotools)的 2 % agarose gel (Lonza)電泳

分離後拍照分析。 

 

表一、Gradient PCR 與 PCR實驗中，Positive control與偵測 BK通道

mRNA表達所使用的引子序列。 

引子 序列 (5’→3’) 

GAPDH forward GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

GAPDH reverse GAAGATGGTGATGGGATTTC 

BK1 forward TGCTAGCTATGGCAAATGGTG 

BK1 reverse TTAATCTTCTGGGCCTCCTTC 

BK2 forward TTGCCAACCTCTTCTCC 

BK2 reverse TGTGCTTGAGCTCATGG 
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電生理 

SW480細胞長滿 60 mm細胞培養皿，使用 trypsin 將細胞切下，

取出繼代的細胞液後，其餘細胞液取出 10 μl與等體積之 Trypan Blue 

(Corning)溶液混勻，於細胞計數盤 (hemocytometer; Hausser)計算細胞

數量，算出 10萬顆細胞需要多少細胞液，取出算出的細胞液體積，

加入有 2 ml 細胞培養液的 35 mm無菌細胞培養皿，置於 37 ℃，5 % 

CO2的細胞培養箱培養 24小時，接著吸除培養液，沿著培養皿邊緣

加入 1.5 ml bath solution (配方如下：140 mM NaCl、5 mM KCl、1 mM 

MgCl2、2 m M CaCl2、10 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1- 

piperazineethanesulfonic acid)與 10 mM glucose，pH值以 5 M NaOH

調至 7.4，滲透壓以蔗糖調至 300 mmol/Kg)。接著將培養皿放於倒立

顯微鏡 (Olympus)，選定要觀測的細胞，在顯微鏡視野下將玻璃微電

極靠近細胞。玻璃微電極由毛細玻璃管以 flaming/brown micropipette 

puller model-97 (Sutter)拉動製成，再以Microforge MF-830 (Narishige)

鍛燒，使微電極之電阻介於2-5 MΩ。玻璃微電極內填入pipette solution 

(配方如下：110 mM KCl、1 mM MgCl2、10 mM HEPES與 1 mM EGTA 

(ethylene glycol tetraacetic acid) (Deschenes and Tomaselli, 2002)，pH

值以 45 % KOH調至 7.2，滲透壓以蔗糖調至 300 mmol/Kg)。將玻璃
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微電極貼附到單顆細胞表面後，給予些微吸力使電極與細胞緊密貼合，

電阻達 GΩ時，迅速吸破細胞，測量 whole-cell 模式下的電流訊號。 

 

電生理數據分析 

細胞反應的電流變化由 Axon Multiclamp 700B (Molecular Device)

放大，並藉由 Axon Digidata 1440A (Molecular Device)將生物電流的

類比訊號轉換為數位訊號，再由小型桌上型電腦接收及儲存，並以軟

體 pClamp 10.4進行 voltage-clamp 記錄與後續的數據分析。 

本實驗將記錄之電流峰值依下列公式 (公式一、二、三)，轉變

為電導值 (conductance)，以分析測得之鉀電流可能有幾種鉀通道電流

加總成，進而推斷 BK通道是否參與其中。以公式一算出室溫為 25 ℃

時，鉀離子之平衡電位理論值為-79.3 mV (圖三)。 

 

EK = 
  

  
*  

    

   
  (公式一) 

EK: K
+
 ions equilibrium potential (theoretical value); R: gas constant 

(J·K
−1

·mol
−1

); T: absolute temperature (°K); z: valence (=1 for K
+
 ions); 

F: Faraday’s constant (96,485 coulombs/Mole univalent ion); Kout: 

extracellular K
+
 ions concentration; Kin: intracellular K

+
 ions 

concentration. 
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I = npi = npγ (V-EK)  (公式二) 

I: total K
+
 current; n: channel number; i: single K

+
 channel current; p: K

+
 

channel open probability; γ: single K
+
 channel conductance; V: testing 

potential. 

G = 
 

    
 = npγ  (公式三) 

G: conductance (nS); V: testing potential. 

 

MTT Assay與細胞計數 

    將 50 mg 的 MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide)粉末 (Bio Basic)加入 10 ml滅菌之二次水，

充分混勻後，通過 0.22 μm孔徑的無菌針筒過濾器，配成 5 mg/ml 的

MTT溶液保存於4℃。60 mm細胞培養皿的SW480細胞長滿繼代後，

剩餘的細胞液取出 10 μl與等體積之 Trypan Blue溶液混勻，於細胞計

數盤 (Hausser)計算細胞數量。以細胞培養液稀釋細胞濃度至 5000 

cells/200 μl、10000 cells/200 μl與 20000 cells/200 μl，並種入 96孔無

菌細胞培養盤 (Falcon)，每個濃度都種三個孔，每個孔 200 μl，同樣

的方法種 10盤，置於 37℃，5 % CO2的細胞培養箱培養，從 24小時

開始到 72小時，每過 12小時就取出 2盤，其中一盤吸除培養液，沿

著孔壁加入 100 μl培養液後，避光下每孔加 10 μl MTT溶液，避光放

回細胞培養箱培養作用 4小時，接著吸除 75 μl的廢液，再加入 25 μl 
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DMSO (Dimethyl sulfoxide; Sigma) 放回細胞培養箱培養 10分鐘溶出

結晶，放入 Elisa reader(Sunrise)，並以軟體 Floop4(TECAN)設定波長

570 nm記錄吸光值。另一盤吸除培養液後，每孔加入 50 μl trypsin將

細胞切下，再加 50 μl培養液懸浮細胞，然後每孔取 10 μl與等體積之

Trypan Blue溶液混勻，於細胞計數盤 (Hausser)計算細胞數量。將兩

盤細胞得到的吸光值與細胞數量作線性迴歸分析。 

 

給予 SW480細胞MEK抑制劑、FAK抑制劑、BK通道活化劑或抑制

劑的MTT Assay 

 

表二、本實驗八組處理組之藥品作用濃度。 

處理組 作用濃度 

Control 培養 SW480細胞之培養液。 

DMSO 11 μM DMSO。 

U0126 10 μM U0126。 

PF-573228 3 μM PF-573228。 

PF+Pax 3 μM PF-573228 + 1 μM Paxilline。 

BMS-191011 10 μM BMS-191011。 

BMS+Pax 10 μM BMS-191011 + 1 μM Paxilline。 

Paxilline 1 μM Paxilline。 
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表三、本研究使用之 MEK抑制劑、FAK抑制劑、BK通道活化劑以

與抑制劑，以及各項藥品之分子結構。 

藥品 分子結構 作用 

DMSO 

 

將下列藥品製成 10 

mM stock之溶劑。 

U0126 

 

MAPK kinase (MEK 

1and 2)之抑制劑。 

PF-573228  

 

FAK抑制劑，也是 BK

通道活化劑。 

BMS-191011 

 

專一性高之 BK通道

活化劑。 

Paxilline 

 

強效而專一性高之

BK通道抑制劑 

 

MTT溶液如上述配成 5 mg/ml 的濃度。配置 8組含不同藥劑的

細胞培養液，第一組只有細胞培養液作控制組，第二組為含 11 μM 

DMSO的培養液，第三組為加入 MEK 抑制劑 10 μM U0126 (Sigma)
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的培養液，第四組為含FAK抑制劑3 μM PF573228 (Sigma)的培養液，

第五組是加 3 μM PF573228與 BK通道抑制劑 1 μM Paxilline (Sigma)

的培養液，第六組為加入 BK通道活化劑 10 μM BMS-191011 (Sigma) 

的培養液，第七組為含 10 μM BMS-191011與 1 μM Paxilline的培養

液，最後第八組則是加 1 μM Paxilline的培養液 (表二、表三)。 

60 mm細胞培養皿的 SW480細胞長滿繼代後，剩餘的細胞液取出 10 

μl與等體積之 Trypan Blue溶液混勻，於細胞計數盤計算細胞數量，

用細胞培養液稀釋至5000 cells/200 μl與10000 cells/200 μl兩種濃度，

取5個96孔無菌細胞培養盤，每盤兩種濃度分別種24個孔。於37 ℃，

5 % CO2的細胞培養箱中，經過 12小時讓細胞貼附底層後，吸掉舊

的培養液。將兩種濃度的 24個孔每 3個分 1組。每組三個孔分別加

入 200 μl事先配好的培養液或加藥的培養液，再過 12小時後開始每

12小時取出 1盤，進行 MTT assay，以 Elisa reader記錄吸光值。 

 

Transwell Migration Assay 

配置 DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)螢光染劑，將 DAPI 粉

末 (Sigma) 完全融入滅菌二次水，配成 0.1 mg/ml 的 stock於-20 ℃保

存。實驗前，再將 DAPI stock以 PBS稀釋為最終 0.1 μg/ml 的作用濃

度，冰於 4 ℃。然後以 PBS稀釋 37 % Formaldehyde (Sigma)為 3.7 % 
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Formaldehyde，並同樣以 PBS稀釋 Triton-X (OmniPur)至 0.1 %的作用

濃度。 

同上述加藥之 MTT Assay配 8組含不同藥劑的細胞培養液，每

組取 0.7 ml 加入 24孔無菌細胞培養盤 (Biofil)的一孔。另外再配 8

組含藥的培養液，但使用不含 FBS的 RPMI-1640溶液。 

SW480細胞長滿 60 mm底盤，使用 trypsin將細胞切下，以

RPMI-1640溶液懸浮細胞後，分六分之一的細胞用於繼代，剩餘細胞

取出 10 μl與等體積之 Trypan Blue溶液混勻，於細胞計數盤計算細胞

數量，用配好的含藥 RPMI-1640稀釋至 100000 cells/300 μl。將八組

稀釋好的 300 μl細胞液，分別吸起加入八個 8 μm PET膜之懸掛式細

胞培養小杯 (Hanging cell culture inserts; Millipore)，再放入對應藥劑

的 24孔無菌細胞培養盤的孔內，靜置於 37 ℃，5 % CO2的細胞培養

箱培養 24小時，讓細胞被孔盤內的含 FBS培養液吸引，由培養小杯

的內側通過濾膜爬至外側。接著吸乾 24 well孔盤內的舊培養液，拿

出培養小杯吸除 RPMI-1640溶液，用棉花棒清理培養小杯內側之濾

膜，用PBS洗24 well孔盤一次，再加入0.4 ml的3.7 % Formaldehyde，

將培養小杯放回 24孔盤的對應孔。20分鐘後，吸掉 Formaldehyde，

用 PBS洗 24孔盤 3次，最後吸乾培養小杯。再加 0.4 ml 0.1 % Triton-X

到孔盤中等 1分鐘，接著吸除 Triton-X，用 PBS洗 24孔盤 3次，再
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吸乾培養小杯。於避光下加 0.4 ml 0.1 μg/ml DAPI染劑。同樣避光等

30分鐘，用 PBS洗 24孔盤 3次，最後吸乾培養小杯。利用共軛焦顯

微鏡 (Zeiss)以螢光為光源 (X-Cite)拍照，並以軟體 ImageJ分析照片

圖檔。 

 

統計分析 

    加藥的MTT Assay與 Transwell Migration Assay得到之各組吸光

值數據，皆以統計軟體 SAS 9.4進行 one-way analysis of variance 

(one-way ANOVA)分析。若結果達顯著差異，再接著做 Tukey’s HSD 

Test、Duncan's Multiple Range與 Bonferroni Multiple Range Test 之後

續分組分析。 
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結果 

SW480細胞株表達 BK通道的 mRNA 

    本實驗使用兩組偵測引子檢測 SW480細胞株中的 BK通道轉錄

產物之表達。第一組 BK1引子設計偵測的片段為 BK通道 mRNA的

exon 1與 exon 2之間的 403個 base pair (bp)，此片段為 BK通道 α次

單元之第一個穿膜區。但是 BK1引子在前置之 gradient PCR實驗，

一直無法產生預期的403 bp之產物。因此參考先前的研究 (Chen et al., 

2010) 設計第二組 BK2引子，偵測的片段為 exon 15至 exon 25之間

的 741 bp，位置在 BK通道 α次單元之細胞膜內側部分，RCK 1與

RCK 2 domaim之間的 linker上。 

    PCR產物電泳分離後的結果如圖二所示，GAPDH的引子有偵測

到 226 bp的片段，代表已從 SW480細胞中萃取出 total RNA，並成功

轉變為 cDNA。BK1引子不論於 gradient PCR或 PCR產物中皆未能

偵測到 403 bp大小的產物。BK2引子在黏合溫度為 52.7至 54℃之間

皆有偵測到如之前研究的 741 bp大小的片段，在 53.5℃的黏合溫度

下得到最清晰且專一性佳的 PCR產物。因此推斷 SW480細胞株中表

達了 BK通道的 mRNA。 
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SW480細胞在電位高時可激發出向外的鉀電流 

    在倒立顯微鏡視野下，將玻離微電極於 bath solution中貼近細胞

表面，形成緊密貼合後，迅速吸破細胞，讓電極溶液與細胞質液直接

接觸。在 whole-cell模式下，將細胞維持在-100 mV使細胞上的離子

通道為關閉狀態，再於-20 mV刺激離子通道開啟 (圖三 A)，配合適

用於記錄鉀離子電流的 bath solution與 pipette solution(Deschenes and 

Tomaselli, 2002)，隨著電壓以 10 mV的變化量增加，於+100 mV可激

發出平均 427 picoampere (pA)大的正電流 (圖三 B, C)，代表有正電

離子流出細胞外。由於 pipette solution中主要含有鉀離子，因此測得

的向外正電離子流主要來自鉀電流。將電壓與電流作圖得到圖三 C

之 I-V plot，圖三 D將電流峰值除以 driving force (=V-EK)轉換為

conductance (G) (公式二、三)，再繪製電導對電壓的 G-V plot，可看

出大部分之鉀通道於+70 mV以上才被活化。 

 

MTT Assay測得的吸光值與細胞數量有線性關係 

    SW480細胞種入 96孔無菌細胞培養盤，自 24小時起開始取出

兩盤，一盤換培養液加 MTT溶液放 37℃，5 % CO2培養四小時的期

間，將另一盤作 trypsin處理懸浮，計算懸浮的細胞數量。每 12小時

作一輪，將 24到 72小時共 5個數據點，得到的 O.D (吸光值)對計數

的細胞數量作圖並進行線性迴歸得到圖四。兩次平均的結果 (N=2)，
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96孔培養盤一孔起始種 5000顆細胞的回歸線方程式為

y=133220x-12179，R
2 
=0.9934。起始種 10000顆細胞的回歸線方程式

為 y = 154396x-25094，R
2
=0.9687。起始為 20000顆細胞的回歸線方

程式是 y=146013x-14065，R
2
=0.7550。R

2值可為資料點分布與回歸線

相符與否的參考值，起始為 5000與 10000顆細胞的五個數據點分布

皆與回歸線相近幾乎重疊，R
2值近於 1，因此兩者的回歸線方程用於

轉換 O.D值與細胞數目可行性比較高。起始細胞數為 20000顆細胞，

到 60小時似乎已長滿底盤，達 72小時以 Trypan Blue染色可明顯看

出部分細胞內有染劑進入，表示其細胞膜已不完整。因此之後八組給

藥的實驗，皆以 96孔細胞培養盤起始種 5000與 10000顆細胞的濃度

進行。 

 

抑制MAPK訊號途徑、抑制 FAK活性或活化 BK通道對 SW480細

胞的生長影響沒有顯著差異 

    於 96孔無菌細胞培養盤種入 SW480細胞，12小時之後換成新

的細胞培養液或有加藥的培養液後，靜置於 37℃，5 % CO2培養。自

加藥後 12小時開始，每 12小時取出一盤 96孔無菌細胞培養盤進行

MTT assay。結果於圖五、圖六顯示，自加藥後的 12到 60小時共 5

個數據點，分別進行 One-way ANOVA分析，雖然皆未達顯著差異，

但是從平均值來看，加入MEK抑制劑之 U0126組 (N=4)與加入 BK
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通道活化劑的 BMS191011組 (N=2)似乎有一些抑制生長的趨勢。

FAK抑制劑之 PF-573228組在起始 5000顆細胞的實驗中，給藥達 48

至 60小時，似乎有抑制生長的傾向。給 BK通道抑制劑的 Paxilline

組，實驗結果看起來與 DMSO組幾乎一樣，與原來假設抑制 BK通

道鉀活性會使癌細胞生長增加的假說不符。BMS-191011與

BMS-191011+Paxilline組幾乎重疊。而 PF-573228+Paxilline組生長狀

況比 PF-573228組差一點。 

    綜合以上之結果得知，抑制 MAPK途徑與 FAK活性或活化 BK

鉀通道電流不能有效抑制 SW480癌細胞的生長，而抑制 BK鉀通道

電流並未使細胞生長增加。因此得知在 SW480細胞中調控 BK鉀電

流並無法有效控制 SW480的細胞生長。 

 

弱化 SW480細胞的爬行能力可能透過抑制 MAPK訊號途徑、降低

FAK活性或強化 BK鉀通道電流 

    雖然於MTT Assay的細胞生長實驗結果，均未達顯著差異，代

表 MEK與 FAK之抑制劑以及 BK通道之活化劑與抑制劑，對影響

SW480細胞之生長沒有效果，但這可能暗示本實驗使用之藥品效用

是針對細胞爬行而非細胞生長或增生。因此進行了 Transwell 

Migration Assay，檢測在上述藥物之作用影響下，SW480細胞之爬行

能力是否有顯著之改變。 
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    以 control組為 100 %的細胞爬過細胞培養小杯之 8 μm PET膜的

參考值，將另外七組的細胞數量標準化以百分比呈現，如圖七所示，

七組數據進行 One-way ANOVA分析後，有達顯著差異 (p=0.0042)。

比較保守的 Tukey's HSD Test之結果，只有 PF-573228組與 DMSO

組有差異。使用敏感性比較高的 Duncan's Multiple Range Test 以及

Bonferroni Multiple Range Test，結果將七個不同處理組分為 A、B與

C三組，不同組表示有顯著差異。 

    由 Tukey's HSD Test得到 SW480細胞的爬行能力在給予 FAK抑

制劑 PF-573228 (So et al., 2011)後有明顯的被抑制。Duncan's and 

Bonferroni Multiple Range Test結果皆得到MAPK抑制劑 U0126與 

BK通道活化劑 BMS-191011也有效的抑制 SW480細胞爬行。而

PF-573228+Paxilline組的爬行能力有回復的趨勢，表示 BK鉀通道電

流的活性有參與 PF-573228抑制細胞爬行的作用，但可能不是主要的

機制。而 BMS-191011+Paxilline組將 BMS-191011增加 BK鉀電流的

效果逆轉，未能使細胞爬行能力回復到 DMSO組的狀態，但是

BMS-191011+Paxilline組與 PF-573228組達顯著差異，表示

BMS-191011抑制 SW480細胞爬行，不只透過活化 BK鉀通道電流，

與PF-573228的作用相似，可能有不是針對BK通道的非專一性效果。
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另外抑制 BK鉀電流的 Paxilline組與 DMSO組沒有顯著差異，代表

只抑制 BK通道，不能影響細胞爬行。 

    統整以上結果得知，抑制MAPK訊息途徑或 FAK蛋白活性，以

及活化 BK鉀通道電流皆能有效抑制 SW480大腸癌細胞爬行，並且

PF-573228抑制細胞爬行，以抑制 FAK為主，BK通道的活化為輔助。

另外，BMS-191011抑制 SW480爬行，除了藉由增加BK通道的活化，

可能還有非專一性的作用輔助。最後，只抑制 BK通道電流對 SW480

之細胞爬行沒有明顯效果。 
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討論 

    哺乳動物組織的細胞膜上普遍存在 BK通道之表達。BK通道參

與許多生理與病理過程，連結源自細胞膜電位與細胞內鈣離子濃度變

化產生的訊號，對神經與非神經細胞之生理現象都扮演了關鍵的角色 

(Contreras et al., 2013)。BK通道也被發現在許多細胞株中為最常見的

離子通道之一，如前列腺癌、卵巢癌、骨肉瘤、乳癌、神經膠質瘤、

腦膜瘤與其他腦腫瘤 (Contreras et al., 2013)。 

 

SW480細胞中的鉀電流 

    先前研究發現在正常之大腸細胞中，BK通道 mRNA 的表達約佔

total RNA之 5 % (Chen et al., 2010)，在未購入 BK通道之抗體下，本

實驗採用 gradient PCR與 PCR來偵測大腸直腸癌細胞株 SW480是否

也有 BK通道 mRNA之表達。實驗結果發現 BK通道也表達在大腸

癌上皮細胞株 SW480 (圖二)，而 BK1引子未能偵測到預期之片段，

很可能是因為 BK通道在不同的組織中有專一的 isoform存在，表示

BK通道之 mRNA 有 alternative splicing發生 (Ge et al., 2014)，使得

BK1引子偵測之片段改變或缺失。 

另外，根據電生理記錄之結果，於高電位下可記錄到向外的鉀電

流 (圖三 B, C)。圖三 D中，我們可觀察到 SW480鉀電流之導電度

在+60或+70 mV以上才顯著增加，這項結果與文獻紀錄細胞內低鈣
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濃度狀況下，BK通道之活性必須到接近+100 mV才會顯著增加是一

致的 (Horrigan and Aldrich, 2002; Magleby, 2003)。雖然圖三 D顯示

在一般生理狀況下 (Vm<0 mV)，BK通道活性甚低，但是由於 BK通

道之導電度甚大 (200至 300 pS)，是常見鉀離子通道的 10到 20倍。

因此，一旦膜電位去極化或是細胞內鈣離子濃度提升，便可以大量活

化 BK通道 (Horrigan and Aldrich, 2002; Magleby, 2003)，顯著增加向

外之鉀電流，降低細胞內鉀離子濃度，進而影響細胞之生長 (Ge et al., 

2014)。依 PCR結果與電生理實驗，判斷 BK通道應有參與在 SW480

之鉀電流中。在未來的實驗中，應當可以配合 BK通道活化劑或抑制

劑，以電生理實驗觀察BK電流對whole-cell模式的整體鉀電流影響，

來判斷 BK電流佔全細胞鉀電流之比例。 

 

BK通道對 SW480細胞生長之影響 

    之前研究已知，BK通道在非可興奮性細胞 (non-excitable cells)

中對細胞增生、爬行能力與細胞體積的調節有重要的功能 (Contreras 

et al., 2013)。有文獻指出將 BK通道開啟延長，使更多鉀離子流出細

胞，進而降低細胞內的鉀離子濃度，會促使細胞進入凋亡程序，因此

認為活化 BK通道可能導致細胞凋亡 (Ge et al., 2014)。FAK抑制劑

PF-573228在腦垂體癌細胞株上被發現也是 BK通道的活化劑 (So et 

al., 2011)，本實驗之目的即在於檢測 PF-573228對 SW480大腸癌細
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胞生長與爬行能力之影響。在 MTT Assay中，PF-573228並未明顯抑

制 SW480細胞之生長曲線，給予混合 PF-573228與 BK通道抑制劑

Paxilline，細胞的生長曲線有低一點的趨勢 (圖五、圖六)。顯示

Paxilline與 PF-573228混合使用效果在細胞生長增生這方面作用不

明。 

    加入 BK通道活化劑的 BMS-191011組，細胞生長曲線比

PF-573228組再低一些，但與 DMSO組也未達顯著差異。BMS-191011

加 Paxilline的處理結果，其生長曲線與僅加 BMS-191011的線幾乎重

疊，顯示 SW480細胞在 BMS-191011存在下，細胞生長狀況不如

DMSO，但使用 Paxilline抑制 BK通道開啟，並未讓生長曲線變得比

較靠近 DMSO組 (圖五、圖六)。 

    Paxilline為強效而專一性性強的 BK通道抑制劑，半數抑制濃度 

(IC50)為 17 nM (Ahluwalia et al., 2004)，本實驗參考文獻使用 1 μM的

作用濃度 (So et al., 2011)。倘若增加 BK通道活化能夠抑制 SW480

細胞之生長，以 Paxilline逆轉 BK通道活化劑的效果，預期會回復癌

細胞的生長曲線，但圖五與圖六的結果顯示 PF-573228+Paxilline與

BMS-191011+Paxilline組的生長曲線並未與 DMSO組重疊。依此推

測活化 BK鉀通道電流可能無法有效影響細胞生長。 
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    MAPK抑制劑 U0126於本實驗作為抑癌效果的 positive control，

其抑制MAPK kinase 1 (MEK 1)的 IC50 為 0.07 μM，抑制MAPK 

kinase 2 (MEK 2)的 IC50則為 0.06 μM (Duncia et al., 1998)，另有文獻

指出U0126限制SW480細胞增生的 IC50為低於10 μM (Flanigan et al., 

2013)，本實驗使用 10 μM的濃度，預期會有抑制癌細胞生長增殖的

作用。實驗結果顯示 U0126組之生長曲線只出現略低於 DMSO組的

傾向，未達顯著抑制 SW480細胞生長的效果。先前研究指出 U0126

會阻斷生長因子受器的訊息傳遞，導致細胞生長增生受抑制 (Duncia 

et al., 1998)，因此推斷 SW480細胞株使用 10 μM U0126可能有些抑

制生長增生的效果出來，但是要有效降下 SW480細胞的生長曲線，

可能還須更高的劑量。 

    另一導致 U0126及上述其他藥物皆對細胞生長曲線沒有影響的

可能原因，是實驗方法中，自 12小時加藥後，一直到 60或 72小時

之間，皆未更換細胞培養液並補充藥物，因此這些藥物的有效濃度可

能隨著細胞之代謝而逐漸降低。針對這個可能性，未來的實驗應當每

24至 48小時更換細胞培養液以維持各化合物有效濃度。 

 

BK通道對 SW480細胞爬行之影響 

    在 MTT Assay中，PF-573228並未明顯抑制 SW480細胞之生長

曲線，但 Transwell Migration Assay結果顯示 PF-573228顯著減少了
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爬過培養小杯濾膜之細胞百分比例。PF-573228+Paxilline在細胞爬行

的實驗則有回復癌細胞爬行能力的效果 (圖七)，顯示 PF-573228除了

直接作用在 FAK蛋白上，可能也有部分依靠 BK通道鉀電流的活化

來抑制細胞爬行。 

    當使用 Tukey’s HSD Test進行檢定時，PF-5732282具有抑制

SW480細胞爬行的能力，然而 PF-573228+Paxilline卻無法逆轉

PF-573228之效果。當使用另一個較為靈敏型的 Bonferroni Multiple 

Range Test時，呈現與 Duncan's Multiple Range Test 一致的結果 (圖

七)，亦即 PF-573228可抑制 SW480爬行，而 PF-573228+Paxilline可

減少抑制爬行的效果。 

    以 One-way ANOVA的 Duncan's Multiple Range Test 後續分析細

胞爬行的實驗數據，BMS-191011組爬過培養小杯的細胞數顯著少於

DMSO組，但以 Paxilline反轉 BMS-191011令 BK通道活化的作用，

通過細胞培養小杯之濾膜的細胞數並未提升至接近 DMSO組。這項

統計檢定的結果顯示 BMS-191011除了活化 BK通道開啟以外，對

SW480細胞可能還有其他非專一性的作用，因而使爬行速率低於

DMSO組，以及細胞爬行能力沒有因為 BK通道被 Paxilline阻斷而提

升。 
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    本實驗之抑癌的 positive control U0126 組，使用接近抑制 SW480

增生之 IC50的濃度 10 μM。細胞爬行之One-way ANOVA的 Duncan's 

Multiple Range Test分析結果呈現 U0126組有顯著低於 DMSO組。推

斷 SW480細胞株使用 10 μM U0126，雖然不足以抑制細胞生長曲線，

但可能有抑制增生的效果，進而減少了爬過培養小杯的細胞數量。顯

示 U0126於此濃度不夠使細胞死亡，但足夠減少增生與爬行之細胞

數量。若應用於醫療，將會是能夠有效抑制大腸癌細胞爬行與增生，

而不會毒殺周圍正常細胞之最佳作用濃度。 

 

比較 BK通道活性在不同癌細胞之作用 

    BK鉀通道電流的抑制或增強對癌細胞存活率以及爬行能力的影

響，在不同癌細胞得到的結果大相逕庭。於腦垂體癌細胞株 GH3中

發現 PF-573228能夠抑制癌細胞之轉移，並同時增強 BK通道之活化 

(So et al., 2011)。於乳癌細胞株MCF-7與 MDA-MB-231偵測到比較

多的 BK通道的表達與電流，並可能加劇如癌細胞的侵略性 (Khaitan 

et al., 2009; Mound et al., 2013; Schickling et al., 2015)。而於前列腺癌

LNCaP細胞之實驗顯示，BK通道與 T-type Cav3.2鈣離子通道能一

同調節 LNCaP細胞之生長，抑制 BK鉀通道的表達或電流皆能減少

LNCaP細胞生長 (Gackiere et al., 2013)。另外，在神經膠質瘤過度表

達 BK通道，結果也是癌細胞的惡化更嚴重 (Contreras et al., 2013)。 
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    本實驗結果顯示在大腸上皮癌細胞株 SW480，PF-573228可以抑

制細胞爬行，單獨使用 Paxilline抑制 BK通道對生長或爬行無顯著影

響。然而 PF-573228+Paxilline之實驗，說明 PF-573228除了直接抑制

FAK，確實也會對 BK通道有作用。 

    應用較為靈敏的統計檢定 (Duncan's Multiple Range Test)，雖然

增加了偽陽性 (False Positive)的風險，卻也顯示了 BK通道抑制劑

Paxilline可以逆轉部分 PF-573228對 SW480細胞爬行之抑制效果(圖

七)。而且使用比較能限制偽陽性風險發生之 Bonferroni Multiple 

Comparison Test也得到相同的結果。這一結果暗示以 BK通道為標靶

之藥物，或許在特定之癌細胞中可以扮演治療癌細胞轉移的輔助角

色。 

 

未來實驗發展方向 

    除了於電生理記錄實驗中加入 BK通道之活化劑或抑制劑，觀察

整體鉀電流的變化與測試藥物效用，以及調整加藥 MTT Assay之實

驗步驟以外。由於本實驗 PCR與電生理結果已顯示，SW480大腸直

腸細胞可能有內生性 BK通道表達，因此可以進行 small-interferent 

RNA (siRNA)減少表達或基因 knock-out實驗，直接觀測降低或缺少

內生性 BK通道，對 SW480細胞之生長與爬行造成之變化。另外也

考慮進行 gene over-expression實驗，避開 BK通道活化劑在本實驗中
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發現之非專一性作用，觀察增加 BK通道表達對 SW480細胞是否有

抑制生長與爬行的效果。 

    此外，先前之離子通道研究發現，potassium chloride cotransporter 

(KCC)不只扮演離子通道一種角色，此通道之成員 KCC4，受到 

Insulin-like growth factor I (IGF-I)與 epidermal growth factor (EGF)訊息

刺激而至細胞膜上表達。KCC4併入細胞膜之 lipid rafts之後，與細

胞骨架連接蛋白 ezrin一同促進細胞骨架重組之調節，對癌細胞的侵

略性細胞爬行影響重大，這揭示了離子通道也可以作為穩定細胞膜結

構之鷹架蛋白 (scaffold protein) (Chen et al., 2009)。以前研究已知

FAK抑制劑 PF-573228可以活化 BK通道 (So et al., 2011)，本實驗發

現 BK通道活化劑 BMS-191011具有部分抑制細胞爬行之能力。由

KCC4的研究我們猜測 BK通道在細胞膜上可能與 FAK很靠近，或

著可能有連結，將來可以進行免疫沉澱或螢光共振能量轉移等蛋白質

-蛋白質相互作用檢測，來確認 BK通道與 FAK或其他 Focal adhesion

相關蛋白是否有 colocalization的狀況。並且以 Wound-Healing Assay

檢測細胞爬行與胞外基質 (extracellular matrix)重組之速率，驗證本實

驗中 Transwell Migration Assay結果，以及檢驗 BK通道是否作為細

胞膜結構性蛋白，還有是否參與胞外基質重建與擴展。 
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    另外，前言提到 SW480細胞株由於 KRAS之突變 (G12V)，對

anti-EGFR之單株抗體標靶藥物 Cetuximab (又名 Erbitux)具有抗藥性 

(Kumar et al., 2014; Napolitano et al., 2015)。我們也應該觀察同時給予

Erbitux以及 BK通道活化劑或抑制劑的條件下，SW480細胞之生長

存活狀況與細胞爬行速度，檢測 BK鉀通道電流是否也參與調控

KRAS誘發之 RAS/RAF/MAPK細胞生長訊息傳遞途徑，或與 EGFR

有無 colocalization的關聯。 

    除此之外，本實驗電生理結果，是在低鈣離子濃度之 pipette 

solution下記錄的，原因是原來使用含 1 mM CaCl2 之 pipette solution

時，細胞狀況很差，玻璃微電極不易與細胞維持緊密貼合，一進入

whole-cell模式細胞便瓦解，無法記錄電流數據。推測是 pipette 

solution中之鈣離子持續進入細胞作為第二傳訊分子，過度刺激

SW480細胞訊息傳遞途徑，造成鈣離子中毒而使細胞瓦解。未來可

考慮使用 2,5-di-tert-butylhydroquinone (DBHQ) 或 thapsigargin (TG)

兩種 Ca
2+

 pump 抑制劑 (Ghosh et al., 1991; Kaneko and Tsukamoto, 

1994; Short et al., 1993)，將 SW480細胞內質網儲存的鈣離子排空，

再進行 whole-cell模式電生理實驗，解決鈣離子對細胞生理狀況的影

響，完全以電壓變化來調控細胞膜上離子通道之開啟。 
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結論 

    本實驗之 PCR結果顯示大腸直腸癌細胞株 SW480表達了 BK通

道。電生理結果發現高電位下 SW480有向細胞外流動之鉀電流，是

由多種鉀離子通道包含 BK通道的鉀電流加總而成。MTT Viability 

Assay結果得到MEK抑制劑 (U0126)、FAK抑制劑 (PF-573228)、

BK通道活化劑 (PF-573228與 BMS-191011)與 BK通道抑制劑 

(Paxilline)對 SW480細胞的生長沒有顯著影響。Transwell Migration 

Assay結果則發現 FAK抑制劑與 BK通道活化劑有明顯抑制 SW480

細胞爬行的效果。而且過去研究認為專一性高的 BK活化劑 BMS- 

191011，於本實驗發現可能對 SW480細胞有非針對 BK通道的作用

一同抑制細胞爬行 (圖七 A, B,C)。綜合以上結果提出 BK鉀通道電

流極可能於大腸直腸癌細胞中，扮演輔助調節細胞爬行的角色，未來

若應用於醫療可協助限制大腸癌於人體的惡化擴散。 
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圖一、本實驗所欲測試之假說。 

根據先前研究得知，強效而有選擇性的 FAK抑制劑 PF573228也能增

加 BK通道的活性 (So et al., 2011)，顯示癌細胞的 BK通道可能與細

胞爬行有關聯。因此，假設給予癌細胞 BK通道的活化劑可能會有抑

制癌細胞的效果，反之若給予BK通道抑制劑則會讓癌細胞更加活躍。

本實驗將從細胞生長增殖與細胞爬行能力兩項指標，來判定大腸直腸

癌 SW480細胞株是否受到 BK通道之活化或抑制影響，而改變癌細

胞之增生與爬行速率。 
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圖二、SW480中 BK通道之表達。 

此為 gradient PCR找出最佳引子黏合溫度後，以 53.5 ℃作為黏合溫

度的 PCR結果圖，positive control的 GAPDH產物大小為 226 bp，第

一組偵測 BK通道表達的 BK1引子產物預測為 403 bp，但跑膠結果

並未偵測到。第二組引子 BK2 產物預測為 750 bp，在圖中可見在 700

與 800 bp之間有 band出現。雖然 BK1引子未偵測到 BK通道轉錄產

物，但參考過去文獻 (Chen et al., 2010)的 BK2引子有偵測到，因此

判斷 SW480細胞確實有表達 BK通道之 mRNA。 
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圖三、SW480細胞在 whole-cell模式下測量到的鉀離子電流。 

(A)將細胞膜電壓維持在-100 mV，測試電位由-20 mV開始，每次增

加 10 mV，一直到+100 mV，共記錄 100 ms，每 2 s重複一次。(B)

在 whole-cell模式下，一顆代表性 SW480細胞以 voltage-clamp 於-20  

mV至+100 mv 所記錄之鉀電流。(C)將激發出向外之正電流峰值 

(N=23)對電壓作圖所得之 I-V plot。(D)將(C)之電流峰值除以 driving 

force (V-EK)，可換算為電導 (conductance)，再繪製電導對電壓的 G-V 

plot。由此圖可推測 SW480細胞中 BK通道之電流在+70 mV以上才

開始顯著活化。EK = -79.3 mV (理論值)。 
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圖四、MTT Assay測得的吸光值與細胞數量作線性迴歸的結果。 

起始濃度為 5000顆細胞的回歸線方程式為 y=133220x- 12179，R
2 

=0.9934。起始濃度為 10000顆細胞的回歸線方程式為 y = 

154396x-25094，R
2
=0.9687。起始濃度為 20000顆細胞的回歸線方程

式為 y=146013x-14065，R
2
=0.7550。R

2值在起始 20000顆細胞的狀況

下偏低，表示資料點分布偏離回歸線。為了能比較準確轉換吸光值與

細胞數量，之後於 96孔無菌細胞培養盤操作的實驗，皆以起始 5000

與 10000顆細胞的濃度進行。 
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圖五、起始濃度為 5000顆細胞的MTT Assay結果。 

將時間對 O.D值依回歸線方程式轉換為細胞數量作圖。Control、

PF+Pax、BMS-191911與 BMS+Pax為 2次實驗平均 (N=2)，餘下實

驗組皆為 4次實驗平均 (N=4)。時間軸以種細胞的時間來算，因此圖

上 24小時為給藥後 12小時，36 小時為給藥後 24 小時，依此類推。

八組不同處理的五個數據點，以 One-way ANOVA分析未達顯著差

異。 

 

  

5000  

10000  

15000  

20000  

25000  

30000  

35000  

40000  

45000  

12 24 36 48 60 72 

C
e

ll 
n

u
m

b
e

r 

Time (hr) 

Initial cell count: 5,000 

Control 

DMSO 

U0126 

PF-573228 

PF+Pax 

BMS-191011 

BMS+Pax 

Paxilline 



44 

 

 

圖六、起始濃度為 10000顆細胞的MTT Assay結果。 

將時間對 O.D值依回歸線方程式轉換為細胞數量作圖。Control、

PF+Pax、BMS-191911與 BMS+Pax為 2次實驗平均(N=2)，其餘組處

理則為 4次實驗平均(N=4)。時間軸同樣以種細胞的時間來算，時間

軸實際為給藥後的 12至 60小時。八組不同處理的五個數據點，以

One-way ANOVA 分析未達顯著差異。 
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圖七、Transwell Migration Assay的結果圖。 

此為四次實驗的結果平均 (N=4)，以沒有加任何藥劑的 control組平

均細胞數作為參考值 (Mean±SE = 163±16)，將其餘七組數據除以

control組將之標準化後，進行 One-way ANOVA分析，有達顯著差異 

(p=0.0042)。藍色星號為 Tukey's HSD Test的結果，只有 PF-573228

組與DMSO組有差異。使用Duncan's Multiple Range Test的後續分析，

結果分為 A、B與 C三組，不同組表示有顯著差異，由 A組得 DMSO

組與 U0126、PF-573228、BMS-191011或 BMS+Pax組有差異，B組

再得到 PF-573228組與 PF+Pax組有差異，C組再得知 PF-573228組

與 BMS+Pax組有差異。 
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圖八、本實驗之總結論圖解。 

(A) MEK抑制劑 (U0126)、FAK抑制劑 (PF-573228)、BK通道活化

劑 (PF-573228與BMS-191011)對SW480細胞生長增殖沒有顯著效果，

但皆有效抑制細胞爬行。 (B) BK通道抑制劑 (Paxilline)對 SW480細

胞的生長與爬行皆無顯著影響。 (C) BMS-191011已知是專一之 BK

通道活化劑，但於本實驗發現有非針對 BK通道的作用而抑制 SW480

細胞爬行。 

  



47 

 

個人資料 

姓名：李欣璇 (LEE SHIN SHYUAN) 

 

 

籍貫：馬來西亞 

 

 

出生日期：民國 78年 08月 14日 

 

 

戶籍地址：台中市北區武漢街 43號 

 

 

學歷： 2005-2008國立台中第二高級中學 

2008-2012私立東海大學生命科學系 生物醫學組 

2012-2015私立東海大學生命科學系 碩士班 電生理學實驗室 

 

 

經歷： 普通生物學實驗助教 

植物分類學實驗助教 


