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中 文 摘 要 ： 肝癌是一個在全世界常見的低治癒率的惡性腫瘤，主要為對

化學治療藥物具抗藥性及對放射線治療效果差。從我們的先

前研究指出，在肝癌組織可以觀察到內質網壓力及 apurinic 

endoplasmic 1 (APE1)產生的現象。因此，本研究的主軸要

去探討在肝癌細胞中內質網壓力跟 APE1 表現的關係。在此，

我們可以看到在 HepG2 及 Huh-7 細胞裡內質網壓力可以誘導

APE1 的表現，我們利用內質網壓力誘導劑 tunicamycin 及

brefeldin A兩種來在 HepG2 及 Huh-7 細胞中產生內質網壓

力進而促進 APE1 及內質網壓力標記蛋白質 GRP78 的表現。

APE1 的表現是透過 transcription level 的方式來進行。我

們利用免疫螢光來分析發現內質網壓力誘導 APE1 蛋白質表現

是位於細胞核內。此外當我們利用 APE shRNA來降低 APE1 的

表現時可以觀察到低 APE1 表現的細胞比 APE1 過量的細胞更

容易死亡。進更進一步，我們利用 B型肝炎表面突變蛋白來

誘導內質網壓力，在正常的肝細胞 NeHepLxHT 也可以誘導

APE1 及 GRP78 的表現，類似的我們也在人類的肝腫瘤組織中

也發現當有內質網壓力時 APE1 表現量也會增加的情形。此

外，我們也發現內質網壓力在 MCF-7 及 Hela 細胞可以增加

p53 的表現，且是透過 NF-kB來去調控，且內質網壓力所誘

導 p53 的表現和內質網壓力誘導細胞死亡有關。在本研究，

我們證實內質網壓力可以增加 APE1 的表現且可能在化學治療

藥物的抗藥性及腫瘤發展上扮演一個重要的角色。因此，這

樣的結果對內質網壓力和 HBV pre-S2∆關的腫瘤提供一個重
要的化學治療策略。 

中文關鍵詞： 肝癌； Huh-7； HepG2； NeHepLxHT, hepatitis B virus； 

Hepatitis B virus pre-S2∆large mutant surface 
protein； 內質網壓力； apurinic endonuclease 1； 

GRP78； NF-kappaB； Apurinic / apyrimidinic 

endonuclease 

英 文 摘 要 ： Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most 

common malignancies worldwide with poor prognosis due 

to resistance to conventional chemotherapy and 

limited efficacy of radiotherapy. From our previous 

study have indicated that induction of endoplasmic 

reticulum stress and apurinic endonuclease 1 (APE1) 

were observed in HCC. Therefore, the aim of this 

study was to investigate the relationship between 

endoplasmic reticulum and apurinic endonuclease 1 

(APE1) in hepatocellular carcinoma (HCC). Here, we 

show that the expression of APE1 during ER stress in 



HepG2 and Huh-7 cell lines. Tunicamycin or brefeldin 

A, two ER stress inducers, increased APE1 and GRP78, 

ER stress marker, expression in HepG2 and Huh-7 

cells. Induction of APE1 expression was through 

transcription level in response to ER stress. We 

found APE1 nuclear localization during ER stress by 

using immunofluorescence assay in HepG2 cells. In 

addition, induction of APE1 expression was correlated 

cell death in ER stress by shRNA assay. Furthermore, 

expression of Hepatitis B virus pre-S2∆large mutant 
surface protein (pre-S2∆, ER stress-induced protein, 
also increased GRP78 and APE1 expression in normal 

hepatocyte NeHepLxHT cell line. Similarly, clinical 

tumor sample showed higher expression of GRP78 and 

APE1 in liver tissue in vivo. In addition, ER stress 

increased p53 expression in MCF-7 and Hela cells, and 

ER stress-induced p53 expression was regulated by NF-

 B. Induction of p53 expression by Brefeldin A was 

correlated to Brefeldin A-induced apoptosis. In this 

study, our result demonstrates that ER stress and HBV 

pre-S2∆increased APE1 expression which may plays an 
important role in resistance to chemotherapeutic 

agents or tumor development. Therefore, these data 

provide an important chemotherapeutic strategy in ER 

stress and HBV pre-S2∆associated tumor. 

英文關鍵詞： Hepatocellular carcinoma； Huh-7； HepG2； NeHepLxHT, 

hepatitis B virus； Hepatitis B virus pre-S2∆large 
mutant surface protein； Endoplasmic reticulum 

stress； apurinic endonuclease 1； GRP78 

 



行政院國家科學委員會補助專題研究計畫 ■成果報告   
□期中進度報告 

 
（探討內質網壓力誘導AP-endonuclease (APE1/Ref-1) 過量表現及其所扮演的角色。） 

 

計畫類別：■個別型計畫   □整合型計畫 

計畫編號： NSC 101-2320-B-041 -004 - 

執行期間： 101 年 8 月 1 日至 102 年 7 月 31 日 

 

執行機構及系所：嘉南藥理科技大學生物科技系 

計畫主持人：洪瑞祥 

共同主持人：賴明德 

 

成果報告類型(依經費核定清單規定繳交)：■精簡報告  □完整報告 

 

本計畫除繳交成果報告外，另須繳交以下出國心得報告： 

□赴國外出差或研習心得報告 

□赴大陸地區出差或研習心得報告 

□出席國際學術會議心得報告 

□國際合作研究計畫國外研究報告 

處理方式：除列管計畫及下列情形者外，得立即公開查詢 

            □涉及專利或其他智慧財產權，□一年■二年後可公開查詢 

 

中   華   民   國 102 年  10 月 25 日 

 

 



中文摘要 

肝癌是一個在全世界常見的低治癒率的惡性腫瘤，主要為對化學治療藥物具抗藥性及對

放射線治療效果差。從我們的先前研究指出，在肝癌組織可以觀察到內質網壓力及 apurinic 

endoplasmic 1 (APE1)產生的現象。因此，本研究的主軸要去探討在肝癌細胞中內質網壓力跟

APE1 表現的關係。在此，我們可以看到在 HepG2 及 Huh-7 細胞裡內質網壓力可以誘導 APE1

的表現，我們利用內質網壓力誘導劑 tunicamycin 及 brefeldin A 兩種來在 HepG2 及 Huh-7 細

胞中產生內質網壓力進而促進 APE1 及內質網壓力標記蛋白質 GRP78 的表現。APE1 的表現

是透過 transcription level 的方式來進行。我們利用免疫螢光來分析發現內質網壓力誘導 APE1

蛋白質表現是位於細胞核內。此外當我們利用 APE shRNA 來降低 APE1 的表現時可以觀察

到低 APE1 表現的細胞比 APE1 過量的細胞更容易死亡。進更進一步，我們利用 B 型肝炎表

面突變蛋白來誘導內質網壓力，在正常的肝細胞 NeHepLxHT 也可以誘導 APE1 及 GRP78 的

表現，類似的我們也在人類的肝腫瘤組織中也發現當有內質網壓力時 APE1 表現量也會增加

的情形。此外，我們也發現內質網壓力在 MCF-7 及 Hela 細胞可以增加 p53 的表現，且是透

過 NF-kB 來去調控，且內質網壓力所誘導 p53 的表現和內質網壓力誘導細胞死亡有關。在本

研究，我們證實內質網壓力可以增加 APE1 的表現且可能在化學治療藥物的抗藥性及腫瘤發

展上扮演一個重要的角色。因此，這樣的結果對內質網壓力和 HBV pre-S2∆相關的腫瘤提供

一個重要的化學治療策略。 

 

關鍵字： 肝癌; Huh-7; HepG2; NeHepLxHT, hepatitis B virus; Hepatitis B virus pre-S2∆ large 

mutant surface protein; 內質網壓力; apurinic endonuclease 1; GRP78; NF-kappaB; Apurinic / 

apyrimidinic endonuclease 

 

 

 

 



英文摘要 

    Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common malignancies worldwide with 

poor prognosis due to resistance to conventional chemotherapy and limited efficacy of radiotherapy. 

From our previous study have indicated that induction of endoplasmic reticulum stress and apurinic 

endonuclease 1 (APE1) were observed in HCC. Therefore, the aim of this study was to investigate 

the relationship between endoplasmic reticulum and apurinic endonuclease 1 (APE1) in 

hepatocellular carcinoma (HCC). Here, we show that the expression of APE1 during ER stress in 

HepG2 and Huh-7 cell lines. Tunicamycin or brefeldin A, two ER stress inducers, increased APE1 

and GRP78, ER stress marker, expression in HepG2 and Huh-7 cells. Induction of APE1 expression 

was through transcription level in response to ER stress. We found APE1 nuclear localization during 

ER stress by using immunofluorescence assay in HepG2 cells. In addition, induction of APE1 

expression was correlated cell death in ER stress by shRNA assay. Furthermore, expression of 

Hepatitis B virus pre-S2∆ large mutant surface protein (pre-S2∆), ER stress-induced protein, also 

increased GRP78 and APE1 expression in normal hepatocyte NeHepLxHT cell line. Similarly, 

clinical tumor sample showed higher expression of GRP78 and APE1 in liver tissue in vivo. In 

addition, ER stress increased p53 expression in MCF-7 and Hela cells, and ER stress-induced p53 

expression was regulated by NF-B. Induction of p53 expression by Brefeldin A was correlated to 

Brefeldin A-induced apoptosis. In this study, our result demonstrates that ER stress and HBV 

pre-S2∆ increased APE1 expression which may plays an important role in resistance to 

chemotherapeutic agents or tumor development. Therefore, these data provide an important 

chemotherapeutic strategy in ER stress and HBV pre-S2∆-associated tumor. 

 

Keywords: Hepatocellular carcinoma; Huh-7; HepG2; NeHepLxHT, hepatitis B virus; Hepatitis B 

virus pre-S2∆ large mutant surface protein; Endoplasmic reticulum stress; apurinic endonuclease 1; 

GRP78 



背景 

肝癌是一個常見的惡性腫瘤且每年在全球影響約一百萬人，造成肝癌的因素相當多如病毒

感染、環境毒素、過量飲酒及 transgenic oncogenes [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]。B 型肝炎為主要一個導

致肝癌的因素，慢性的 B 肝炎帶原者約比正常人高出 100 倍的危險因子來得到肝癌，但機制

到目前還沒被完全釐清 [8, 9]。在過去我們及合作實驗室發現在 B 型肝炎所導致的肝癌中可以

發現 B 型肝炎表面蛋白質有突變的情形，而我們更進一步發現一個主要 B 型肝炎表面蛋白突

變的區域，我們稱為 HBV pre-S2∆，大約有三成的 B 型肝癌而產生的肝癌病人可以發現帶有

pre-S2∆，進一步的研究也發現，當在肝細胞過量表現 pre-S2∆會造成內質網壓力(endoplasmic 

reticulum stress; ER stress) [10, 11, 12]。 

內質網是一個具有多重功能的胞器，內質網裡面是一個相當特殊的一個環境，除含有高濃

度的 Ca2+外，它是一個氧化環境的胞器因而可以幫助蛋白質雙硫鍵的形成、摺疊及分泌。在

粗糙內質網內有一些 Ca2+-dependent 伴隨蛋白 (chaperones) 和摺疊酵素 (folding enzymes) 

的蛋白質如 GRP78、GRP94 及 calreticulin 可以幫助穩定蛋白質的摺疊過程，而當有摺疊不正

常的蛋白質時則會被留在內質網進行修復或分解 [13, 14]。目前研究發現當細胞內氧化還原異

常、內質網 Ca2+濃度改變、病毒感染、胺基酸缺乏、葡萄醣缺乏、缺氧及基因突變等因素作

用下則會造成不完全摺疊的蛋白質 (unfolded protein) 大量累積在內質網中，因而造成內質網

壓力 (endoplasmic reticulum stress, ER stress)，進而去影響到細胞正常的運作，過度嚴重的內

質網壓力甚至可以威脅細胞的存活 [15, 16]。最近研究也發現在一些生理或疾病狀態下也被證

實和內質網壓力有相關，例如 B cells 分化成 plama cells、第二型糖尿病、病毒感染、腫瘤、

缺氧、肥胖及退化性神經疾病。[17,18,19,20,21]。在先前的研究顯示 NF-κB 在內質網壓力下

扮演一個重要角色，尤其在內質網壓力訊息傳遞第二期及第三期。NF-κB 為一群核內的

transcription factors 所組成，它可以被相當多的訊息傳遞或刺激所活化，並且在生理疾病理過

程如免疫、發炎、不同組織發育過程及腫瘤中扮演一個非常重要的角色。 

APE1 是一種普遍存在細胞內的蛋白質，APE1 主要的功能為當細胞內 DNA 受到內在或

外在因子如 alkylators 或氧化壓力的影響而導致 DNA 受損時可以被 base excision repair 系統

有效率的修復，而 APE1 在 base excision repair 系統裡是其中之一的主要酵素。除此之外，

APE1 也扮演著氧化還原的角色，在 oxidative stress 下可以被活化及對細胞的存活扮演重要角

色[22, 23]。另外，在一些的研究也發現，在一些腫瘤細胞中也常可觀察到 APE1 表現量增加

的現象，當腫瘤細胞過量表現 APE1 時跟抗藥性有直接相關性，當利用 siRNA 技術把腫瘤細

胞內的 APE1 表現量降低後，發現可以誘導腫瘤細胞死亡及增強腫瘤細胞對放射線或化學治

療藥物的敏感度 [24, 25, 26, 27]。同時當把老鼠 APE1 基因剔除後發現老鼠在懷孕第 6-8 周時

就會造成死胎的情形，這結果建議 APE1 對於細胞的生存非常的重要 [28,29]。所以綜合這些

研究可推論出 APE1 在正常或有壓力情況下會扮演重要角色來保護細胞，而在面臨如內質網

壓力或化學藥物所誘導的內質網壓力中 APE1 可能會扮演重要的功能。所以這部份我們將探

討內質網壓力下 APE1 所扮演的角色和調控情形及對腫瘤細胞生長的影響。 

 
 



研究目標 

在本計畫中我們將利用內質網壓力誘導劑 tunicamycin 及 brefeldin A 來讓細胞內產生內質

網壓力的環境，這兩種誘導劑在先前其他實驗室及我們過去幾年的研究已經大量及廣泛的使用

來探討內質網壓力，這些內質網壓力誘導劑所誘導基因的表現基本上在有內質網壓力的腫瘤組

織中也觀察類似的現象。另一方面，在過去的研究顯示在腫瘤常常可以觀察到 APE1 有過度表

現的情況，初步的結果也顯示在內質網壓力下可以誘導 APE1 的表現，所以本實驗想進一步的

去探討在內質網壓力下 APE1 如何被調控。所以接下來我們的研究將分下列幾個方向進行: 

 

(1) 內質網壓力下對 APE1 mRNA 及蛋白質表現情形及在細胞內之分佈情況。 

(2) preS2及人類肝癌組織所產生的內質網壓力下 APE1 表現情形。 

(3) 降低 APE1 的表現量進一步觀察在內質網壓力下對細胞存亡的影響。 

 
 

結果 

1. APE1 與內質網壓力之關係 

   首先利用 TM 來處理 HepG2 細胞，經 0、6、12、24 小時處理後分析 APE1 mRNA 的表現

情形，我們發現內質網壓力可以明顯的誘導 APE1 mRNA 的表現[Figure 1]。另一方面，我們

也同時間分析在內質網壓力下 APE1 蛋白質表現的情形，我們以 2.5 g/ml tunicamycin 來處理

Huh-7 及 HepG2，經過 0、3、6、12 及 24 小時的處理後分析 APE1 蛋白質的表現量，結果顯

示在兩株細胞我們都可觀察到內質網壓力可增加 APE1 蛋白質的含量，另外我們也以免疫螢光

法來分析在內質網壓力下 APE1 的表現量及在細胞內的分佈情形 [Figure 2A, B]。 

 

2.在內質網壓力下 APE1 在細胞的分布情形 

    更進一步的我們利用免疫螢光法來分析當在內質網壓力下時 APE1 在細胞內分佈的情

形，以 TM 或 BFA 來處理 HepG2 細胞後使用 APE1 抗體及 DAPI 來分析之。結果顯示 APE1

可以明顯被內質網壓力所誘導且分佈於核內 [Figure. 3 A, B] 

 

3. APE1 在內質網壓力下所扮演的角色 

    更進一步的我們利用 APE1 shRNA 的方式來探討當 APE1 表現量下降時對細胞的影響，

當我們以 APE1 shRNA 送入 HepG2 細胞後培養 48 小時，之後收集蛋白質並分析 APE1 的表現

象。結果顯示 APE1 shRNA 可以明顯的降低 APE1 的表現量，更進一步的發現內質網壓力可

降低 APE1 表現量下降的細胞的存活率[Fig. 4 A, B] 

 

4. 利用 HBV preS2來誘導內質網壓力並觀察 APE1 表現情形 

    先前以化學藥劑來產生內質網壓力，所以另一方面我們也使用 HBV pre-S2蛋白質來產生

內質網壓力，當把 HBV preS2表現在 NeHepLxHT 細胞時可以發現 pre-S2蛋白質可以誘導



GRP78 的表現，顯示可以誘導內質網壓力，進一步的觀察也發現 APE1 也有過量表現的情形

[Figure 5A]。此外我們也利用 pre-S2轉殖鼠來分析，我們以免疫染色法(IHC)來分析之，結果

也與前面的符合，在 pre-S2轉殖鼠肝臟組織細胞 APE1 表現量也來的比較明顯一點。從此結

果顯示當利用 pre-S2來誘導內質網壓力，無論是細胞或老鼠肝組織接可觀察到 APE1 過量表

現的情形 [Figure 5B]，而這樣結果也與前面利用 TM 所產生的內質網壓力結果符合。 

 

5. 分析肝腫瘤組織 APE1 及 GRP78 表現情形 

    同時我們也分析臨床腫瘤組織中有內質網壓力時 APE1 表現情形，我們收集病人腫瘤及正

常組織後，收集蛋白質並分析 APE1 及 GRP78 表現情形，結果顯示當在內質網壓力下的腫瘤

組織 APE1 表現量也明顯增加 [Figure 6]。 

 

結論 

本研究利用內質網壓力來探討 APE1 表現情形及其調控方式，我們證實內質網壓力可以誘導

APE1 表現，同時也證實內質網壓力可以透過 NF-B 來去增加 p53 的表現 (目前已發表在 PLoS 

one 期刊)，未來進一步的深入探討 APE1 在盒內的作用機制，期待能在疾病治療上能找出新的

方向，利用新的治療策略來達到更好治療效果。 
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Figure 1. 內質網壓力對 APE1 mRNA 表現的影響。以 TM 

(tunicamycin)來處理 HepG2 細胞，經過 0、6、12 及 24 小

時後收集其 total RNA 並以 RT-PCR 來分析 APE1 及

GAPDH 的表現量。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. 以 APE1 shRNA 來探討 APE1 和內質網壓力對細胞的影響。(A) 首先以 APE1 shRNA 

plasmid 送入到 HepG2 細胞裡，經過 48 小時培養後收集蛋白質並以西方點墨法來分析 APE1 及

-actin 表現量。(B) 同時我們也將這些轉殖有 APE1 的細胞給予 TM (tunicamycin) 經過 48 小時

後以 MTT 來測量細胞存活率。n=3, bars, SD (*, P < 0.05, Student’s t test)。 

Figure 2. 內質網壓力對 APE1 表現的影響。(A, B) 以 TM 和 BFA 來處理 HepG2 及 Huh-7 細

胞，經過 0、3、6、12 及 24 小時後收集其 cell lysate 並以西方墨點法來分析 APE1、GRP78

及 tubulin protein 的表現量。 

Figure 3. 內質網壓力下對 APE1 分佈的影響。(A, B) 以 TM 和 BFA 來處理 HepG2 細胞，經

過 24 小時後以免疫螢光法來分析 APE1 的分佈情形。 



                         

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. HBV pre-S2誘導內質網壓力及 APE1 表現。(A)以 pre-S2D 蛋白質在 NeHepLxHT 細

胞表現，之後分析以western blotting分析APE1及GRP78的表現。(B) 利用 Immunohistochemistry

分析 pre-S2轉殖鼠的 APE1 表現情形。 

Figure 6. 人類肝腫瘤組織內質網壓力與 APE1 的關係。收集人類肝腫瘤細胞後取其 total cell 

lysate 後利用 western blotting 分析 APE1、GRP78 及 tubulin 表現情形。 
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