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Abstract 

The morphology of hepatoma cells is different from that of normal liver 

cells; it might be related to disorganization of the hepatic cytoskeletal 

network and resulting in liver cell transformation and migration. 

Intermediate filament, microtubule and microfilament are three major 

cytoskeletons in the cell. Plectin, a versatile cytoplasmic cross-linking 

protein, which connects intermediate filaments to microfilaments was 

shown to play important role in cell migration. Our previous studies have 

shown that the deficiency of plectin in Chang liver cell, affected CK18 

expression and distribution, and induced pleomorphic changes of Chang 

liver cells. In our recent study also found plectin deficiency affected focal 

adhesion kinase (FAK) expression and distribution and further improved 

cell migration. To further investigate the role of plectin in vivo, this study 

established xenograft mouse model to investigate the effect of plectin 

deficiency in liver cell migration and the tumor invasion of hepatoma cells. 

Control and plectin knockdown human liver cell line, Chang cells were 

injected into immune deficient mice by portal vein injection. After 28 days, 

mice were sacrificed for tumor analysis. The expression and distribution of 

focal adhesion kinase and integrin will also be monitored. 

In other side, we found that plectin deficiency increases FAK activity and 

cell migration. We found a clinical drug, sorafenib which is a tyrosine 

kinase inhibitor and can inhibit tumor proliferation, and angiogenesis. FAK 

is a tyrosine kinase, so we want to know whether the drug efficacy of 

sorafenib is related to plectin deficiency. The current results showed that 
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low expression of plectin is sensitive to sorafenib. Next, we will confirm 

the results by in vivo mouse model and hope that plectin can be a biomarker 

of sorafenib treatment in the future. 
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摘要 

肝癌細胞的細胞形態與正常細胞之形態有所不同，過去的研究發

現這可能與細胞骨架的組合和聯結的改變有關，也因為細胞的形態不

穩定，所以造成細胞移行能力的增加。在細胞骨架中，中間絲

(intermediate filament)、微小管(microtubule)跟微細絲(microfilament)是

主要的三種細胞骨架，而 plectin，為一種多功能的細胞質聯結蛋白質

為連接中間絲跟微細絲的蛋白質，因此 plectin 蛋白質的穩定對於細

胞移行扮演重要的角色。在我們之前的研究當中，發現肝細胞株

Chang cell的 plectin被降解後會影響 CK18的表現和結構改變，進而

造成肝細胞形態改變並引起肝細胞多形性的轉化。而在我們最近的研

究進一步發現 plectin 的缺失會影響細胞附著分子激酶(focal adhesion 

kinase，FAK)表現，而促進細胞移行。為了進一步在活體中證明 plectin

在肝癌所扮演的角色，我們以異體細胞移植老鼠模式探討肝細胞在

plectin缺乏的狀態下的癌細胞生長以及擴散情形，並同時觀察 integrin

以及 FAK 的表現和分布。另外一方面，我們從第一部分的實驗結果

中發現plectin的缺失會提高FAK的活化並促使細胞的移行能力增加。

在肝癌的臨床用藥中有一種 tyrosine kinase inhibitor–sorafenib，目前

研究指出 sorafenib可以透過抑制 VEGFR、PDGFR、Raf等分子的活
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化去抑制腫瘤的增生以及血管新生，並促使細胞凋亡，而 FAK 也是

一種 tyrosine kinase，因此我們想要知道 sorafenib的藥性是否跟 plectin

的表達量有所關聯，所以我們利用細胞實驗以及皮下注射的方式測試

sorafenib 這個藥物對於 plectin 表達量不同的肝細胞株是否存在不同

的敏感性。目前在細胞實驗中的結果顯示 sorafenib 在 plectin 表達量

較低的肝細胞株中有較高的敏感性，而在活體實驗的部分我們將會利

用 Chang、PLC、HepG2這三株肝細胞在活體中確認細胞實驗的結果，

希望將來可以透過 plectin的表達量作為 sorafenib使用的依據。 
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一、前言 

肝癌轉移與細胞骨架 

癌症為臺灣十大死因之首，近幾年肝癌佔男性死因第一位，在女

性則為第二位，其中以肝細胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)最為

常見，而在肝細胞癌中又以轉移性的癌症占多數，在細胞的轉移過程

中 會 以 上 皮 細 胞 間 質 轉 換 (epithelial–mesenchymal transition, 

EMT)(Kalluri and Weinberg, 2009)進入血液系統中透過血液循環轉移

到其他部位，而在 EMT 的過程中細胞移行扮演著重要的角色(Friedl 

and Wolf, 2003; Yamaguchi et al., 2005)。先前的研究發現肝癌細胞與

正常細胞的形態有所不同，我們認為這可能與細胞骨架的組合和連結

相關，而在細胞移行的過程中也需要細胞骨架的參與以及調控。因此

肝癌細胞可能因為細胞骨架的改變使得細胞形態不穩定進而造成細

胞移行能力的增加(Yamaguchi and Condeelis, 2007)。細胞骨架包含

microtubules、microfilaments (actin filaments)以及 intermediate filaments 

(IF)，這些細胞骨架主要的功能為支撐細胞維持細胞形狀、幫助胞內

分子的運輸，它們也參與在細胞移動以及許多訊息傳遞的過程中，在

這三種細胞骨架中關於 microtubules 與 microfilaments 的作用機制研

究較為詳細，而 intermediate filaments 的研究則較少。 
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Plectin 

而 Plectin是一個 500kDa大的蛋白質，幾乎可以在所有的哺乳類

細胞中找到其作為連結細胞骨架保持細胞形態的功能(Andra et al., 

1998)， plectin可以利用兩端的結合位與microtubules、actin filaments、

intermediate filaments 連接形成網狀結構，使得細胞結構呈現較穩定

且完整的細胞形態，其中 plectin 主要以 N 端的 actin binding domain 

(ABD)與 actin filament連接、C端的plakin-repeat domain與 intermediate 

filaments 連 結 (Foisner et al., 1988; Wiche, 1998) ，細胞角 質

18(Cytokeratin 18，CK18)是一個主要在肝細胞中表達的 intermediate 

filaments，有研究顯示肝癌組織中 plectin及 CK18皆有表達下降的情

形，且當 plectin 被降解後 CK18 在蛋白質表達量及分布上都會受到

影響(Cheng et al., 2008; Liu et al., 1997; Su et al., 1994)，在角質細胞中

也有發現當 plectin缺乏時會造成 keratin 14及 actin的分布受到影響，

並造成細胞核的形態產生改變(Almeida et al., 2015)。Plectin也可以利

用兩端的結合位與細胞膜上的 integrin 結合， integrin 是一個

transmembrane receptor，它可以在細胞膜下方與 Src、FAK 等分子結

合形成 focal adhesion complex，透過 focal adhesion的動態調節及下游

的訊息傳遞促使細胞移動(Kostan et al., 2009; Nagano et al., 2012; 

Wozniak et al., 2004)。先前的研究中發現在病患的肝癌組織切片中，
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腫瘤組織與正常的組織的 plectin 蛋白質相比蛋白質含量有顯著下降

(Cheng et al., 2008)，另外，在我們先前的實驗中也利用 plectin缺失的

細胞進行的 transwell assay測試，結果顯示 plectin的缺失會造成細胞

移行能力的增加(Cheng et al., 2015)，所以我們認為 plectin 會透過調

控細胞骨架的排列與表達也會透過訊息傳遞影響細胞的形態及移行

能力，在肝癌細胞中的形成以及移動上扮演著重要的角色，但是詳細

的機制則尚不清楚，因此我們會透過細胞實驗以及動物試驗來確認

plectin在肝癌中的影響。 

 

Rac1與細胞移行 

Rac1為 Rho GTPase family中的一個小的傳訊 G protein會調節多

樣化的細胞活動，包括細胞週期、細胞之間的附著力(adhesion)與細胞

的能動性(motility)(Keely et al., 1997; Vial et al., 2003)，它可以藉由調

控細胞骨架在細胞前端形成 lamelipodia 促使細胞向前移動，Rac1 分

為活化態(Rac1-GTP)與不活化態(Rac1-GDP)，Rac1-GTP 會特異性的

與 PAK1(p21-activated kinases 1)上的 p21-binding domain (PBD)結合，

並刺激 PAK1 使其活化進而使細胞形成 lamellipodia 並影響細胞骨架

的排列(Hoppe and Swanson, 2004; Price et al., 1998)。因此，我們在探

討細胞移行的過程中會利用與 Rac1-GTP 結合的 PAK 蛋白質將活化
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態的 Rac1 分離出來，之後便可以藉由分析 Rac1 活化的含量來作為

一個判斷細胞移行能力的依據，透過 Rac1來探討 plectin在細胞移行

的過程中分子層面的影響。 

 

集體細胞移行 

在先前的文獻中大部份關於癌細胞轉移的假說皆認為細胞是透

過 EMT 的方式單獨從細胞群中移動出來，進入血管進行遠端轉移，

然而近期的研究中有提出另一種假說，他們認為在癌細胞轉移的過程

中可能是透過 leader cell 利用 E-cadherin 的連結，帶著整群細胞移動

進行轉移，而這樣的移動模式他們稱為集體細胞移行。這樣細胞群體

移動的現象在胚胎發育、傷口癒合及癌症侵襲的過程中都有被觀察到，

在這之中細胞與細胞間會相互連結並透過物理性及化學性的引導整

合細胞內骨架的活性、產生集體極性促使整群細胞往相同的方向移動

(Choi et al., 2016; Friedl and Gilmour, 2009; Haeger et al., 2015; Ilina and 

Friedl, 2009; Scarpa and Mayor, 2016)。我們在後續細胞移行的實驗中

也會觀察不同細胞株間集體細胞移行的情形與 plectin 表達之間的相

關性。 
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Sorafenib在肝癌的應用 

在我們先前的研究中發現當 plectin 被降解後會促使磷酸化

FAK(focal adhesion kinase)有上升情況(Cheng et al., 2015)，而 FAK是

focal adhesion complex 中的一員，當 FAK 受到活化後會進一步活化

下游分子進行訊息傳遞促使細胞進行移行及增生(Hauck et al., 2002; 

Mitra et al., 2005; Sieg et al., 1999)，因此 FAK的活化對於癌細胞的生

長是很重要的指標。目前在臨床上肝癌後期的一線用藥 sorafenib，它

是一個multikinase inhibitor目前研究顯示它主要是透過阻斷VEGFR、

PDGFR 以及 Raf 等 kinase 的活化，藉由中斷訊息傳遞以此抑制細胞

增生及腫瘤血管新生並促使細胞凋亡(Wilhelm et al., 2008)，已經被證

實可以有意義的延長肝癌病人的壽命(Bruix et al., 2012; Kelley and 

Venook, 2008; Kostner et al., 2013)。而在我們的研究中發現 plectin缺

失時會上升的 FAK 也是一個與細胞增生相關很重要的 kinase，因此

我們想測試是否 sorafenib 也可以透過抑制 FAK 的活化對於不同

plectin表達量的細胞產生不同的敏感性。 

 

研究目的 

在我們先前結果顯示 Chang cell中 plectin蛋白質被降解後會造成

細胞的移行能力增加，因此我們想要利用不同的細胞株以及不同的實
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驗方法確認 plectin 在肝癌中的重要性，並透過建立異體移植的方法

在小鼠身上進行動物實驗確認先前的研究結果在活體上也有相同的

情況，我們也會測試 sorafenib 這個臨床用藥是否對於 plectin 表達多

寡存在著不同的敏感性，並進一步研究 sorafenib 是否在不同 plectin

表達量的肝細胞中存在不同的敏感性，且這兩者間是否有相關性。 

研究策略 

首先，在離體實驗的部分我們利用 Chang cell進行實驗透過 RNAi

的處理來模擬 plectin 缺失的肝細胞，藉此比較正常細胞與 plectin 缺

失細胞兩者間 Rac1的活性是否有差異。我們利用 Rac1-GTP pull down 

assay 的方式，將 Rac1-GTP 分離出來後進行西方點墨法分析其 Rac1

活性，確認 plectin的缺失是否會造成 Rac1活性的改變進而影響細胞

移行的能力。另外一方面動物實驗的部分我們會將控制組以及 plectin

降解組別的穩定細胞株(stable cell line)經由肝門靜脈注射進入小鼠體

內使細胞透過血液流至肝臟中，讓細胞回到肝臟的環境生長經過 28

天後將小鼠犧牲觀察腫瘤在肝臟中生長的情形，以此確認動物實驗結

果與細胞實驗結果相符。 

因為先前的實驗都是使用 Chang cell 進行實驗，為了確認在不同

肝細胞株中 plectin 的表達量是否同樣會影響細胞移行的能力，第二

部分我們將會使用 Chang、PLC、HepG2這三株常見的肝細胞進行實
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驗。一開始我們會先利用螢光染色、RT-PCR及西方點墨法確認 plectin

在三株細胞中的表達量及分布，接著再用 transwell assay及 Rac1-GTP 

pull down assay 測試三株細胞的移行能力及利用細胞連結蛋白質 E-

cadherin的螢光染色觀察細胞集體細胞移行的情況。 

在另一方面，我們想要利用一種臨床藥物 sorafenib，一種 tyrosine 

kinase inhibitor 來測試 Chang、PLC、HepG2 這三株細胞株是否會因

為 plectin 表達量的不同而存在不同的敏感性。我們在先前的研究中

發現在病人組織中 plectin 表達下降而磷酸化 FAK有活化的情況，且

在 Chang cell 中經 plectin 降解後磷酸化 FAK 也有活化的情形發生，

而 FAK也是一種 tyrosine kinase，我們想以此測試 sorafenib的藥性與

plectin的缺失是否有所關連。我們會利用 MTT assay測試三株細胞在

不同濃度 sorafenib 處理下細胞的存活率並做出曲線圖觀察三株細胞

是否存在不同的藥物敏感性。接著我們會在小鼠上進行動物實驗，首

先會以皮下注射的方式將 Chang cell打入小鼠背部的兩側，接著利用

腹腔注射的方式給予藥物確認 sorafenib 對於腫瘤的抑制效果，之後

我們會進一步將三株細胞打入小鼠體內施打藥物確認 sorafenib 在活

體上是否也有與細胞實驗相同的結果。 
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二、材料與方法 

細胞培養 

利用 Chang、PLC、HepG2三株肝細胞在含有 10%小牛血清(Fetal 

Bovine Serum, FBS, gibco)與 50 unit/ml 抗生素的 DMEM (Dulbecco’s 

minimum essential medium, gibco)培養液於 37°C、5%二氧化碳環境的

培養箱中培養，培養兩至三天等細胞完全貼滿培養皿底部時，再使用

胰蛋白酶(trypsin, gibco)使細胞附著蛋白質瓦解，將細胞使用培養液沖

散後進行繼代培養。我們所使用到的三株肝細胞株分別為，Chang liver、

PLC/PRF/5 以及 HepG2，Chang liver cell 源自 HeLa cell 呈現上皮細

胞形態，我們將此細胞作為非肝癌細胞使用；PLC源自於肝癌組織中

形態為 Alexander cell且為 HBV-positive及 p53突變的細胞株；HepG2

源自於肝細胞癌，呈現上皮細胞形態並帶有 N-ras突變基因。 

 

細胞轉染 

一開始先將Chang cell種在3公分的培養皿中使細胞密度為50%，

接著讓細胞貼附約兩個小時後，準備兩個 1.5ml 的離心管一管加入

1μg 帶有 plectin shRNA 的質體(RNAi core)與 200μl 不含小牛血清的

培養液，另一管加入 6μl 的 lipofectamine 2000(Invitrogen)與 200μl 不
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含小牛血清的培養液混合均勻後靜置 5分鐘，接著將兩管溶液混合靜

置 20 分鐘後將混合的溶液加入細胞中，待 shRNA 作用約 48 小時後

收取細胞懸浮液利用西方點墨法的方式確認 plectin的降解效果。 

 

Rac1-GTP pull down assay 

將控制組與 plectin 降解的兩組以 500µg 定量後，取 lysis 

buffer(25mM Tris-base, 150mM NaCl, 1%NP-40, 5% Glycerol, 1mM 

EDTA, 100μM sodium orthovanadate, 200μM PMSF, protease inhibitor 

cocktail)分別將其體積補至 700µl，加入 30µl的 PAK蛋白質後使其在

4°C 的環境中混合 2 小時，以 4°C、4500rpm 離心 5 分鐘，去除上清

液，用 wash buffer(25mM Tris, 150mM NaCl, pH 7.2)沖散 pellet再以

4°C、4500rpm 離心 5 分鐘，去除上清液，重複三次，最後使用二次

水沖洗，去除上清液後加入 20μl的 loading dye(sample buffer : β-ME = 

9 : 1)利用 95°C加熱 5分鐘接著進行西方點墨法分析。 

 

西方點墨法 

將準備好的細胞裂解液進行蛋白質定量後，加入 5μl 的 loading 

dye(BIO-RAD)使用 SDS-PAGE 電泳進行跑膠，上膠 90V，20 分鐘；

下膠 120V，100 分鐘後，進行濕式轉漬到 PVDF membrane，100V，
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一至二小時。利用一倍 PBST 配製 5%的脫脂牛奶進行 blocking 一小

時後，PBST清洗 5分鐘兩次，加入一抗(1:1000)一小時後，PBST清

洗 15分鐘一次，5分鐘兩次，加入二抗(1:10000)一小時後，PBST洗

15分鐘一次，5分鐘四次後，即可進行呈色。 

一級抗體： 

Plectin (Rabbit, 1:2000, Origene) 

GAPDH (Mouse, 1:1000, Santa Cruz) 

Rac1 (Mouse, 1:2000, BD) 

E-cadherin (Mouse, 1:1000, BD) 

 

二級抗體： 

 Anti-Rabbit-HRP (1:10000, Jackson) 

 Anti-Mouse-HRP (1:10000, Jackson) 

 

免疫螢光染色 

將 Chang、PLC、HepG2三株細胞分別計數0.05 × 106個細胞種在

coverslip上使細胞貼附一個晚上，隔天將細胞用 3.7%的 formaldehyde 

(in PBS) 固定 20分鐘後使用 0.1%的 Triton X-100 (in PBS)處理 1分

鐘使細胞穿孔，接著加入一級抗體染 1小時，最後再加入 RNase(1:500)、

PI(1:1000)及二級抗體及染 1 小時即可封片，以上步驟置換前後皆要

以 PBS 清洗三次，等玻片風乾後使用共軛焦顯微鏡(ZEISS LSM510)
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進行觀察及拍攝。 

一級抗體： 

 Plectin (Goat, 1:100, Santa Cruz) 

二級抗體： 

 Fluor 488-Anti-Goat (1:200) 

 

Transwell assay 

分別將 Chang、PLC、HepG2三株細胞計數0.08 × 106個細胞混和

均勻於不含血清的培養液中加入 transwell(MILLIPORE)的 insert 中，

下方 24 well 中加入含有血清的培養液，放置培養箱中使其移行 4 小

時後，將 insert 中沒有移行過去的細胞使用棉花棒去除，接著使用

3.7%的 formaldehyde (in PBS) 固定 20分鐘、0.1%的 Triton X-100 (in 

PBS) 1分鐘使細胞穿孔，利用 DAPI(1:1000, in PBS, molecular probes)

將細胞核染色，以上步驟置換前後皆要以 PBS 清洗三次，最後使用

倒立螢光顯微鏡(ZEISS Axiovert200M)拍攝照片進行計數後進行統計

量化。 

 

穩定細胞株備製 

將帶有 plectin shRNA 和抗抗生素基因的質體與 lipofectamine 

2000 同時轉染進入 Chang cell 中做為實驗組，另外做一組只有轉入 
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lipofectamine 2000 的控制組，經過 48 小時後，將培養液中加入抗生

素(puromycin：培養液 = 2：1000)換入轉染後的兩組細胞中進行篩選，

接著兩天換一次含有抗生素的培養液，直到控制組的細胞完全死亡後，

再經過兩次篩選後再將存活下來的細胞換回正常培養液使其大量生

長後，接著再利用西方點墨法的方式確認細胞中 plectin 含量確實有

下降，即可確定得到帶有 plectin shRNA質體的 stable cell line。接著

再轉染帶有 GFP的質體，利用上述相同的方法篩選(G418：培養液 = 

14.2：1000)帶有綠螢光的穩定細胞株。 

 

異體移植 

肝門靜脈：將小鼠麻醉後，計數5 × 106個細胞與 100μl 的 PBS 混合

均勻後使用胰島素針筒(BD)將細胞打入小鼠的肝門靜脈中，縫合後經

過 28 天將小鼠犧牲觀察其體內腫瘤生長情形(Bouvet et al., 2006; 

Heijstek et al., 2005; Li, 2004)。 

皮下注射：計數5 × 106個細胞與 100μl的 PBS及 100μl的 Matrigel混

合均勻後使用胰島素針筒將細胞打入小鼠背部的兩側，每兩天測量一

次腫瘤大小等到腫瘤長至 150mm2 後，即可開始施打藥物(Liu et al., 

2006)。 
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RT-PCR 

將養在 3 公分培養皿中的細胞使用 PBS 清洗三次後去除，加入

1ml 的 TRIzol靜置 5分鐘，將細胞收入離心管中靜置 5分鐘，接著加

入 200μl的 chloroform混合後靜置 3分鐘，接著以 4°C、12000rpm離

心 15 分鐘後將上清液取出並加入 500μl 的 Isopropanol 混合均勻，放

置-20°C 20分鐘，室溫 10分鐘後以 4°C、12000rpm離心 10分鐘，去

除上清液後加入 500μl的 75%酒精將 pellet搖起後，以 4°C、9000rpm

離心 5 分鐘去除上清液，使 pellet 風乾後加入 20μl 的 DEPC 水沖散

乾浴 56°C、5 分鐘，測定濃度後以 1μg 的濃度與 1μl 的 50μM oligo 

dT(Novagen)、10μl 2x RT smart mix 混合補水至 20μl 經室溫 5 分鐘

56°C乾浴一小時，95°C五分鐘將 mRNA轉成 cDNA。接著再以 10μl

的 2x Taq PCR smart mix 與 forward、reverse primer 各 4μl、2μl 的

cDNA進行 RT-PCR(95°C 5分鐘再進行 31 cycle 95°C 20秒、56°C 1

分鐘、72°C 30 秒接著 72°C 5 分鐘放大片段後進行跑膠(2% agarose 

gel，100V 50分鐘)。 

Plectin primer : 336 bp (Kazerounian et al., 2002) 

forward 5-AAGACGTCCTCCAAGTCCTC-3  (12515-12534)  

reverse 5-GGCGTTGCCCGAGAGCAT-3  (12833-12850) 
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GAPDH primer : 407 bp 

forward 5-TCTGCTGATGCCCCCATGTTCGTC-3 

reverse 5 TTCTTGATGTCATCATATTTGGCA-3 

 

Sorafenib處理 

在細胞實驗中，我們使用的溶劑為 DMSO(Dimethyl sulfoxide)將

sorafenib(Selleckchem)配成 10mM 的 stock 後以培養液進行稀釋，使

所有組別 DMSO 最終濃度為 0.1%而 0μM 的 sorafenib 為控制組，將

Chang、PLC、HepG2 分別計數0.05 × 106個細胞種在 24well 中後，

使用 0μM、2μM、4μM、6μM、8μM、10μM 六個濃度分別加入三株

細胞中，在 37°C、5%二氧化碳的情況下培養 72 小時，接著再利用

MTT assay測量三株細胞在 sorafenib處理後的細胞存活率。 

在動物實驗的部分，我們使用的溶劑為 Cremophor EL : 

95%ethanol : dH2O = 12.5 : 12.5 : 75，每兩天以 50%Cremophor 

EL(Sigma)與 50%的 95%ethanol 溶劑配製 4 倍濃度的 sorafenib 溶液

在室溫下避光儲存，藥物施打當天再使用 dH2O 稀釋(Fendrich et al., 

2012; Wilhelm et al., 2004)。給予藥物方式為腹腔注射，經文獻參考後

我們將濃度訂在 30mg/kg、每天施打一次(Liu et al., 2006)。 
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MTT assay 

將加藥處理 72 小時的細胞的培養液去除使用 PBS 清洗後每格

24well 中加入 300μl 含 10%MTT 溶液(MTT 溶液：5mg/ml in ddH2O, 

BIONOVAS)的培養液後放置 37°C、5%二氧化碳環境中培養 4小時至

反應完全後，將含MTT的培養液去除後加入 400μl的 DMSO使 MTT

產生的紫色結晶完全溶解後，接著取 200μl進入 96 well中利用 ELISA 

reader設定 570nm波長測定其 OD值，以此測定處理不同藥物濃度組

別中細胞的存活率並做成曲線圖。  
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三、結果 

在 Chang cell中 plectin降解後促使 Rac1活性增加 

在先前的研究中我們得知在 transwell assay的測試中 plectin 被降

解後的肝細胞其移行能力有顯著的增加(Cheng et al., 2015)，因此我們

將近一步利用分子層面的方式探討 plectin降解後對細胞產生的影響。

首先，我們將 plectin siRNA 轉染到 Chang cell中，透過 RNAi 的方式

將細胞內的 plectin降解，接著透過 Rac1-GTP pull down assay利用會

與 Rac1-GTP連結的 PAK蛋白質將 Rac1-GTP分離出來，之後再進一

步將其作西方點墨法的分析以此判斷不同處理組別的 Rac1 活性。從

西方點墨法的結果(圖一，A)可以得知當 plectin被降解後會促使 Rac1

活性增加經過量化統計(圖一，B)後顯示兩者間有顯著差異，因此我們

認為這可能是造成細胞移行的能力增加的原因。 

 

Plectin降解後的細胞在小鼠體內的生長情形 

在細胞實驗中我們得知將 plectin 降解後可能會透過增加 Rac1 活

性的方式促使細胞移行的能力上升，接下來我們想進一步在活體上確

認這個結果。一開始我們先建立帶有 plectin shRNA 質體的穩定細胞

株，接著將控制組與 plectin 降解的細胞分別經由肝門靜脈打入小鼠
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體內，細胞會透過血液循環進入肝臟中，經過 28 天後將小鼠犧牲取

出肝臟觀察腫瘤生長的情形。實驗結果顯示在兩組小鼠肝臟中外觀

(圖二，A)沒有太明顯的腫瘤形成，而在經過組織切片(圖二，B)後可

以看到 plectin 降解的組別腫瘤有較嚴重的情況，但兩組之間從肝臟

外觀中沒有太顯著的差異，因此在這個部份我們將會針對實驗方法改

善並再次進行實驗。我們也將控制組及 plectin 降解組的穩定細胞株

進行西方點墨法分析，結果顯示 plectin 的蛋白質表達被降解約

30%(圖二，C)。 

 

Plectin在 Chang、PLC、HepG2三株細胞中的表達量 

為了確認 plectin在其他肝細胞株中是否有相同的結果，所以我們

增加 PLC以及 HepG2這兩株常見的肝癌細胞進行實驗。首先，利用

免疫螢光染色(圖三，A)的方式在 Chang、PLC、HepG2這三株肝細胞

中使用抗體偵測其 plectin的表達量，綠螢光的部分為 plectin，紅螢光

的部分為細胞核，我們可以透過觀察綠螢光的表達量初步判斷三株細

胞中 plectin 的差異，在結果中可以明顯的發現 Chang 的 plectin 表達

量多於 PLC 與 HepG2。接下來我們進一步利用 RT-PCR 與西方點墨

法確認三株細胞中總體 plectin 的 RNA 與蛋白質表達量，結果顯示

plectin的 RNA(圖三，B)與蛋白質(圖三，C)表達量與免疫螢光染色的



 

22 
 

結果相符，Chang 的表達量是多於 PLC 與 HepG2，經量化後可以得

到相同的結果，Chang的 plectin表達是有顯著高於其他兩株細胞。 

 

Chang、PLC、HepG2三株細胞的移行能力 

接著我們利用 transwell的方式測試三株細胞的移行能力，我們將

細胞與不含血清的培養液混合後加入 transwell上方的 insert中，下方

24 well 中則加入含有 10%血清的培養液，因此細胞會受到血清的驅

使向下移動穿越 insert下方具有小孔隙的薄膜，經過 4個小時後我們

將 insert 中尚未通過的細胞刮除，利用 DAPI 將細胞核染色並拍照計

數通過的細胞數量，藉此判斷細胞移行的能力。實驗結果顯示三株細

胞中通過薄膜的細胞數量(圖四，A)是 HepG2 最多，其次是 PLC 而

Chang 最少但這個結果在量化圖(圖四，B)中只能看到有這樣的趨勢

而統計上沒有顯著差異，然而我們在細胞移行時觀察到PLC及HepG2

這兩株細胞間有明顯聚集的情形發生，這與集體細胞移行的情況十分

相似，因此我們想進一步觀察這三株細胞在集體細胞移行上是否有顯

著的差異。 

 

Chang、PLC、HepG2三株細胞 collective cell migraton的能力 

在細胞進行集體細胞移行的過程中會透過 E-cadherin 連結彼此而
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其中會有 leader cell在這群細胞的前端帶領整群的細胞移動，首先我

們利用西方點墨法分析 Chang、PLC、HepG2這三株細胞中 E-cadherin

的蛋白質含量(圖五，A)，結果顯示在 Chang 中 E-cadherin 幾乎沒有

表達，明顯少於 PLC以及 HepG2，在統計結果(圖五，B)中也可以看

到有顯著差異。另一方面我們先用同樣的方式將細胞與不含血清的培

養液混合放入上方 insert中，下方加入含有 10%血清的培養液使細胞

透過 transwell 的方式移行 4 個小時，接著將未通過的細胞去除後將

細胞核染色，並進一步使用 E-cadherin的抗體進行螢光染色並拍攝照

片，如果細胞是由三顆以上的細胞聚集並觀察到有透過 E-cadherin的

連結我們將這樣的情形定義為一個聚落，接著分別計數並加總三個細

胞株聚集的面積進行量化，結果中可以明顯看到 HepG2與 PLC細胞

間 E-cadherin 連結的情形(圖五，C)，而量化結果(圖五，D)也顯示三

株細胞中集體細胞移行的情況 HepG2 最多，其次是 PLC，而 Chang

最少且這三株細胞間在統計中皆有顯著差異，而這樣的結果與 plectin

的表達量呈現負相關，這顯示 plectin 表達量較少時可能會增強細胞

集體細胞移行的能力，而這也與我們前面 plectin 缺失會造成細胞移

行能力增加的結果相符。 

Rac1活性在 Chang、PLC、HepG2三株細胞中的差異 

我們收取 Chang、PLC、HepG2三株細胞的細胞裂解液後，同樣
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透過 Rac1-GTP pull down assay藉由 PAK蛋白質將 Rac1-GTP分離出

來，接著進行西方點墨法分析檢測 Chang、PLC、HepG2中 Rac1的

活性，結果顯示三株細胞的 total Rac1蛋白質表達量一致，而 Rac1-

GTP的表達則是 HepG2明顯低於 Chang以及 PLC(圖六)，這顯示在

Rac1活性上 HepG2明顯低於其他兩株細胞，然而這個結果與我們

先前集體細胞移行的結果並不吻合。 

 

Sorafenib對 Chang、PLC、HepG2三株細胞具有不同的敏感性 

另外一方面，為了測試臨床用藥 sorafenib 對於 plectin 表達量不

同的細胞株是否存在不同的敏感性，我們將三株細胞分別種在 24 well

中使用 0μM、2μM、4μM、6μM、8μM、10μM 六個濃度的 sorafenib

處理 72小時，利用MTT assay與 ELISA reader測定細胞的存活率並

將結果做成曲線圖，比較三株細胞對於 sorafenib的敏感度。從實驗結

果得知在 6μM的濃度下 Chang的存活率約為 80%、PLC的存活率約

為 60%，而 HepG2 的存活率僅剩約 30%(圖七)，這顯示 HepG2 在較

低的濃度下就可以達到抑制細胞增生的效果，其次是 PLC 而 Chang

則需要更高濃度的藥物才可以達到抑制效果，因此這個結果顯示在細

胞實驗的部分 sorafenib 對於三株細胞的敏感性確實是與 plectin 蛋白

質表達呈現負相關。 
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Sorafenib在小鼠中抑制腫瘤細胞增生的情況 

為了確認細胞實驗的結果，我們先利用 Chang cell 進行實驗以確

認 sorafenib 的藥效，因為使用肝門靜脈注射的方式無法明確監控腫

瘤的生長大小，所以我們透過皮下注射的方式將 Chang cell打入小鼠

兩側背部中，每隔兩天量一次腫瘤大小及小鼠重量，並以簡化的橢圓

體公式
𝑙×𝑠2

2
，l為腫瘤的長邊，s為腫瘤的短邊，透過這個公式估算腫

瘤的體積(Yadav et al., 2011)，等到腫瘤體積達到 150mm3大小後即可

進行 sorafenib的藥物施打，藥物施打的方式為腹腔注射、頻率為每天

一次、濃度為 30mg/kg，給藥 21 天後將小鼠犧牲後取下腫瘤比較控

制組與 sorafenib 處理組的腫瘤大小，我們可以從結果中明顯地觀察

到 sorafenib處理組在第 16天開始施打藥物後腫瘤大小與控制組相比

其生長曲線有趨於平緩沒有繼續上升的現象(圖八，A)，接著我們將

小鼠犧牲後取出腫瘤比較兩組腫瘤的大小，可以觀察到腫瘤大小有明

顯的差異(圖八，B)，這個結果顯示藥物有明顯抑制的情況，因此我們

可以確定 sorafenib 在小鼠異體移植的模式中具有抑制腫瘤增生的效

果。  
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四、討論 

Plectin的降解與肝細胞形態異常有關 

在先前的研究中顯示在肝癌病人的組織中其細胞形態會產生改

變而細胞骨架是主要影響細胞形態的原因，我們研究的蛋白質 plectin

則是連結多種細胞骨架的連接蛋白質，且先前的文獻中也發現當

plectin被降解後會使 CK18的蛋白質表達下降及細胞收縮、細胞骨架

分布散亂的情形(Cheng et al., 2008)，因此我們認為 plectin 的降解可

能會透過影響細胞骨架的排列及表達量進而使細胞形態產生改變及

細胞能動性的增加造成肝癌的發生。 

 

Plectin降解後透過 Rac1的活化促進細胞移行 

先前的實驗結果中我們得知 plectin 的降解會導致細胞移行能力

的增加，為了進一步研究 plectin 在細胞移行中的角色我們在 Chang 

cell 中利用 RNAi 的方式將細胞中 plectin 的蛋白質降解，接著進行

Rac1活性檢測，結果顯示 Rac1活性有增強的情況(圖一)，Rac1的活

化與細胞骨架的調節及移動能力有很大的相關性，Rac1-GTP 會促使

細胞在前端形成 lamellipodia 使細胞向前移動，而這部分則與我們先

前進行 transwell assay的實驗結果符合，當 plectin降解後細胞移動的
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能力有增加的情況。有文獻顯示鈣離子會透過 CaM與 plectin結合及

PKCα 將 integrin 磷酸化的方式使 plectin 無法與 integrin 連接因而造

成 actin filament與 integrin的作用(Kostan et al., 2009; Song et al., 2015)，

所以我們認為 plectin 缺失的情況下可能會導致相似的情形使得

integrin與 actin filament作用最終透過 Rac1活化的增加促使細胞移行

能力的上升，而其中 plectin是透過什麼管道調節 Rac1-GTP的表達上

升我們還無法確認。 

 

Plectin降解後的細胞在小鼠體內的生長情形 

為了確認先前細胞實驗的結果是否在活體上也有相同的情形，

因為脾臟目標較大操作較為容易，所以我們一開始是利用脾臟注射

的方式將細胞打入小鼠體內，希望細胞會透過血液流動進入肝臟

中，結果顯示細胞容易滯留在脾臟中無法順利流到肝臟。因此，我

們重新建立異體移植的小鼠模式將細胞打入肝門靜脈中使其可以直

接順著血流進入肝臟中生長，經過一段時間後將小鼠犧牲觀察其肝

臟中腫瘤的變化，而我們的結果顯示細胞確實可以透過這樣的方式

進入肝臟，但在 plectin降解後的細胞與控制組細胞兩者在小鼠肝臟

中生長的情形在外觀上沒有太明顯的差異(圖二，A)，我們認為這

可能與 plectin降解效果不佳有所相關，經西方點墨法的結果顯示在
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打入小鼠中的細胞其 plectin的表達量只有下降約 30%(圖二，C)，

我們認為這可能是兩組小鼠實驗中無法顯現出明顯差異的原因之

一。而另外一方面腫瘤在小鼠肝臟生長的情形也沒有達到預期效

果，從外觀中無法看到明顯的腫瘤產生，我們認為這可能是因為實

驗中所使用的小鼠品系為裸鼠(NU/NU)雖然具有免疫缺陷無法形成

T細胞，但還是具有先天免疫的能力，而我們使用的細胞為人類肝

細胞，小鼠體內的免疫系統可能還是對細胞造成影響，因此我們之

後會針對這兩個部分進行實驗修改，我們會再重新找一個 plectin降

解效果較好的質體，並且將小鼠品系更換為重症聯合免疫缺陷小鼠

(SCID)，希望之後可以透過改善實驗操作並得到與細胞實驗相符的

結果。 

 

plectin的降解可能與集體細胞移行有關 

我們利用 Chang、PLC、HepG2這三株肝細胞確認 plectin與細胞

移行的相關性，在實驗的過程中我們發現細胞在移行時有集體細胞移

行的情況產生，而細胞在進行集體細胞移行時會由細胞連結蛋白質 E-

cadherin相互連結，所以我們經由西方點墨法與 transwell的結果發現

在三株細胞中 plectin 的蛋白質表達與 E-cadherin 蛋白質表達及集體

細胞移行的面積呈現負相關(圖三、圖五)，因此我們認為 plectin的降
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解可能會造成 E-cadherin 的表達量上升並促使集體細胞移行的產生，

之後我們會進一步探討 plectin與集體細胞移行之間作用的詳細機制。 

 

Rac1活性與集體細胞移行的結果相異 

我們檢測 Chang、PLC、HepG2這三株細胞的 Rac1活性後，結果

顯示在集體細胞移行實驗中細胞移行能力最好的 HepG2，我們預期其

Rac1 活性應該是三株細胞中最高的，然而，結果與我們的預期相反

HepG2 的 Rac1 活性竟然明顯低於 Chang 以及 PLC(圖六)。有文獻顯

示在進行集體細胞移行時，只有細胞前端的 leader cell 會有 Rac1 活

性上升的情形，而其他 follow cell則由 leader cell帶領進行移動，而

這些 follow cell的 Rac1活性則沒有明顯上升的情況(Yamaguchi et al., 

2015)。我們認為這可能是 HepG2 中 Rac1 活性較低而其集體細胞移

行能力卻很高的原因，因此我們之後可能需要透過細胞的免疫螢光染

色，進一步確認 Rac1-GTP在群體細胞中的表達位置以確認我們的推

斷是否正確。 

 

Plectin缺失時細胞內的分子調控機制 

在我們先前實驗的結果中得知 plectin 降解後會促使磷酸化 FAK

上升、誘發 actin stress fiber的產生及 Rac1活性增加(Cheng et al., 2015)，
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並且在不同肝細胞中發現 plectin 的表達量與 E-cadherin 的蛋白質表

達及集體細胞移行也具有相關性。在先前的文獻中也得知 plectin 在

沒有鈣離子的情況下會與細胞內的 intermediate filament 及細胞膜上

的 integrin 連接，加入鈣離子時細胞中的 CaM 及 PKCα 會使 plectin

與 integrin的連結分開，促使 actin與 integrin結合，而加入鈣離子的

狀況與 plectin缺失的情形類似(Kostan et al., 2009)，所以我們利用這

篇文獻作為基礎畫出 plectin 缺失時細胞內分子調控的機制圖(圖九)。

我們認為在 plectin 正常表達的情況下，plectin 會與 integrin 及

intermediate filament 連結在一起以此穩定細胞內部的骨架及形態。然

而，當 plectin 缺失時會促使細胞內 Rac1 活性的上升並促進 actin 單

體聚合誘發細胞中 actin stress fiber 的產生，且促進磷酸化 FAK表達

增加並在 integrin 下方與其他分子聚集形成 focal adhesion complex，

使細胞的能動性增加，在這個情況下如果細胞群體中 E-cadherin又呈

現高表達量時，這樣的情況下就會促使細胞的集體細胞移行能力上升。 

 

Sorafenib在小鼠中抑制腫瘤細胞增生的情況 

我們在先前的實驗結果中發現 plectin 的缺失會造成磷酸化 FAK

的表達上升，因此我們想利用作為 multikinase inhibitor的肝癌臨床用

藥 sorafenib是否可以透過抑制 FAK活化進而對 plectin表達量不同的
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細胞產生不同的敏感性。在細胞實驗中的結果顯示HepG2這株 plectin

表達量較少的細胞株對於 sorafenib 有較高的敏感性，在較低的濃度

下就可以達到抑制細胞增生的情形(圖七)。目前，我們已經將 Chang 

cell打入小鼠中並施打藥物，結果顯示 sorafenib對於腫瘤確實有明顯

抑制的效果(圖八)，而後我們也會進一步將三株細胞分別以皮下注射

的方式打入小鼠體內，並施打 sorafenib 確認在活體中 plectin 表達量

不同的細胞株經過藥物處理後腫瘤抑制的效果是否有差異。 

 

Sorafenib以 plectin作為生物標記的應用 

目前針對癌症的治療逐漸從傳統的統一化學治療轉變成有專一

性的個人化醫療，我們可以針對不同狀況的病人給予不同的治療，每

種藥物都有不適合的狀況可能是本身藥物目標的表達較少或是目標

基因突變進而導致治療無效產生抗藥性的情形，因此我們可以透過一

些生物標記來判斷病人狀況並給予適合的治療方式，一來可以增加治

療的效果，二來可以降低醫療成本。在我們的研究中發現 plectin的缺

失可能會透過 Rac1 的活化影響細胞的形態及移行的能力，也觀察到

plectin 的表達量與 sorafenib 藥物敏感性之間的存在相關性，因此我

們希望將來可以利用研究的成果應用在臨床上將 plectin 作為生物標

記用來作為肝癌診斷及 sorafenib的用藥依據。 
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六、圖表 

 

圖一、當 plectin被降解後 Rac1活性的變化 

可以從(A)西方點墨法的圖中看到當 plectin 被降解後 Rac1-GTP 的蛋

白質含量有明顯的增加，這顯示 Rac1的活性因為 plectin被降解而有

受增強的情況。(B)而在量化圖中也可以看到相同的結果在利用 T-test

分析後顯示兩者有顯著差異(N=3，p<0.05)。 
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圖二、plectin降解的細胞在活體中腫瘤的變化 

將控制組及 plectin 降解的兩組 Chang cell 利用異體移植的方式經由

肝門靜脈打入小鼠體內使細胞進入肝臟，經過 28 天後將小鼠犧牲取

出其肝臟觀察腫瘤在肝臟的生長情形，圖中比例尺一小格為5 × 5mm2。

(A)在外觀上可以觀察到 plectin 降解組及控制組外觀皆無明顯腫瘤產
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生(左圖為控制組，右圖為 plectin降解組)。(B)我們將取出的小鼠肝臟

進行組織染色，在 plectin 降解組中可以看到有明顯細胞增生的情形，

控制組則無明顯細胞增生的情形(左圖為控制組，右圖為 plectin 降解

組，右下角比例尺為 100μm)。(C)將控制組(只帶有 GFP質體)及 plectin

降解組(同時帶有 plectin shRNA 及 GFP 質體)的穩定細胞株經由西方

點墨法分析後可以發現 plectin蛋白質被降解約 30%。  
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圖三、Chang、PLC、HepG2三株細胞中 plectin的表達量 

(A)免疫螢光染色圖中 Chang、PLC、HepG2 分別染上綠色螢光的

plectin 以及紅色螢光的細胞核，我們可以明顯地觀察到在細胞中

plectin的表達量是 Chang多於 PLC以及 HepG2的，右下角比例尺為

20μm。(B、C)我們也可以從 RNA(N=2)及蛋白質(N=3)的表達中確認

plectin 在三株細胞中的表達量為 Chang 最多，其次是 PLC 而 HepG2

表達最少。 
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圖四、Chang、PLC、HepG2三株細胞的移行能力 

(A)經由 transwell的染色及計數結果中我們得到細胞移行能力是

HepG2最好，其次是 PLC而 Chang則最差，右下角比例尺為

100μm，(B)但在統計結果中沒有得到顯著差異(N=5)。 
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圖五、Chang、PLC、HepG2三株細胞中集體細胞移行的情形 

(A)將三株細胞透過西方點墨法分析後發現在 E-cadherin 的表達量上

Chang表達最少，明顯低於 PLC以及 HepG2，在(B)量化圖中也得到

相同的結果而統計結果顯示有顯著差異(N=3，p<0.05)。(C)我們利用

transwell 使細胞移行 4 小時，接著將其細胞核(藍色)與 E-cadherin(綠

色)進行染色並計算細胞聚集面積，右下角比例尺為 40μm。我們將有

三顆以上並有 E-cadherin連接的細胞定義為細胞聚落，經過加總統計

後將數據量化，(D)量化結果顯示細胞聚集面積 Chang 最少，其次是

PLC，HepG2最多，且三者間皆有顯著差異(N=2，p<0.05)。 
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圖六、Chang、PLC、HepG2三株細胞中 Rac1活性的差異 

收取三株細胞的細胞裂解液定量後利用 PAK蛋白質將 Rac1-GTP分

離出來後，進行西方點墨法分析，結果顯示三株細胞中 Total Rac1

的蛋白質表達量一致，而 Rac1-GTP的表達則是 HepG2明顯少於

Chang以及 PLC(N=2)。 
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圖七、sorafenib處理 72小時後 Chang、PLC、HepG2三株細胞之

存活曲線 

Chang、PLC、HepG2 三株細胞經 sorafenib 加藥處理 72 小時後利用

MTT assay測定其細胞存活率，菱形曲線為 Chang、三角形曲線為 PLC、

方形曲線為 HepG2，可以從折線圖中觀察到三株細胞對於 sorafenib

藥物的敏感性有 HepG2大於 PLC大於 Chang的趨勢存在(N=4)。 
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圖八、在活體狀況下 sorafenib的測試情形 

將 Chang cell利用皮下注射進入小鼠體內再分為控制組以及 sorafenib

藥物施打的組別，經藥物施打 21 天後將小鼠犧牲觀察期腫瘤生長情

形。打入細胞後第 16 天(紅色箭頭處)腫瘤長至 150 mm3 時開始施打

藥物連續 21 天，可以從腫瘤的生長曲線觀察到藥物有明顯抑制腫瘤

的生長(圖八，A)。我們將腫瘤取出後比較兩組的腫瘤大小，左邊為控

制組，右邊為 sorafenib施打的組別(圖八，B)，可以明顯看到 sorafenib

可以有效地抑制腫瘤的增生，圖中比例尺一小格為5 × 5mm2。  
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圖九、Plectin缺失時分子調控機制示意圖 

圖左為 plectin 正常表達的情況下，plectin 會抓住細胞膜上的 integrin

及細胞內的 intermediate filament，以維持細胞內部結構的穩固。圖右

當 plectin缺失時 Rac1活性會增加，促使 actin filament進行延長形成

絲狀並與細胞膜上的 integrin連接，而磷酸化 FAK也會受到驅使移動

到 integrin下方形成 focal adhesion complex，使細胞的移動能力增加。

此時，細胞間的 E-cadherin如果呈現高表達的情況則會促進集體細胞

移行的產生。 


