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中 文 摘 要 ： 過去研究指出在許多的疾病或腫瘤可以觀察到內質網壓力如肝癌或
和糖尿病，許多的因子如突變蛋白、病毒感染、低氧、低葡萄糖或
化學物質可能干擾內質網內正確的蛋白質折疊。當大量累積未正常
摺疊的蛋白質所造成的內質網壓力會透過活化ATF6、PERK及Ire1訊
息傳遞路徑。最近的研究顯示Nucleobindin-2 (NUCB-2) 在臨床腫
瘤樣本中發現有過量表現的情形如胃癌、腎臟惡性腫瘤、子宮內膜
癌細胞、大腸癌、前列腺癌和乳癌。在高NUCB-2表現的癌症病人其
存活率比低NUCB-2的癌症病人低，然而NUCB-2在腫瘤細胞過量表的
機制和影響尚未釐清。所以在本計劃我們想要去確認NUCB-2在腫瘤
細胞中過量表現的新奇的角色及機制。我們的初步結果指出
tunicamycin及brefledin A這兩個內質網壓力誘導劑可以增加Huh-
7、MCF-7及HepG2細胞株和動物模式下NUCB-2的表現。利用RT-PCR及
real-time PCR確認內質網壓力誘導NUCB-2 mRNA的表現量，並且在
內質網壓力下NUCB-2蛋白質表現量也明顯的增加。更進一步的也觀
察到在內質網壓力下NUCB-2有入核的情形。我們也去探討NUCB-2在
內質網壓力誘導細胞凋亡所扮演的角色，利用NUCB-2 shRNA來降低
Huh-7細胞NUCB-2表現量可以促進內質網壓力所誘導細胞凋亡情形。
除此之外，我們利用在Huh-7細胞表現B型肝炎表面突變蛋白(pre-
S2)來誘導內質網壓力，結果顯示透過pre-S2所誘導的內質網壓力其
NUCB-2表現量也有意義的增加，進一步我們在人類肝腫瘤組織裡也
可觀察到NUCB-2表現量與內質網壓力有關係。
在本計畫中我們將著重於三個主軸: (1) 分析NUCB-2在內質網壓力
所扮演的角色。(2) 確認在內質網壓力下NUCB-2的誘導機制。(3)
探討NUCB-2過量表現對於化學治療要處理之影響。我們希望利用內
質網壓力的環境來探討NUCB-2與腫瘤發展的關係，這樣的結果可以
提供一個重要的資訊可以提供未來應用在腫瘤生成及化學治療方面
。總結而論，這樣的機制研究可以提供一個生物標記及分子基礎來
研發新的癌症治療藥物給這一群高NUCB-2表現的病人。

中文關鍵詞： 關鍵字： 肝癌; Huh-7; HepG2; MCF-7; nucleobindin-2;
hepatitis B virus; Hepatitis B virus pre-S2Δ large mutant
surface protein; 內質網壓力; XBP-1; 293T; tunicamycin;
brefledin A

英 文 摘 要 ： Previous studies have indicated that the induction of
endoplasmic reticulum stress was observed in many disease
or tumors such as hepatocellular carcinoma or diabetes.
Many factors may interfere with proper protein folding
activity in the endoplasmic reticulum (ER) such as mutant
proteins, viral infection, hypoxia, low glucose or chemical
compounds. Accumulation of unfolded protein will activate
ATF-6, PERK and Ire1 signaling pathways in response to ER
stress. Recently many studies have indicated that
overexpression of nucleobindin-2 (NUCB-2) is observed in
clinical tumor samples such as gastric cancer, prostate
cancer, renal cell carcinoma, endometrial carcinoma cells,
colon cancer and breast cancer. The survival rate of high-
level expression of NUCB-2 in cancer patients was lower



than cancer patients with low-level expression of NUCB-2.
However, the effect of NUCB-2 overexpression on tumor cells
is still unclear. In this project, we want to identify the
novel role and mechanisms of NUCB-2 overexpression in
hepatoma cells. Our preliminary results indicated that two
ER stress inducers, tunicamycin or brefeldin A, increased
NUCB-2 expression in three cell lines (Huh-7/MCF-7/HepG2)
and in vivo. NUCB-2 mRNA expression level was induced by ER
stress as determined with RT-PCR and real-time PCR, and
induction of NUCB-2 protein level was significantly
increased by ER stress. Furthermore, nuclear translocation
of NUCB-2 was observed during ER stress. The role of NUCB-2
in mediating tunicamycin-induced apoptosis was also
investigated, and downregulation of NUCB-2 expression by
NUCB-2 shRNA significantly promoted tunicamycin-induced
apoptosis in Huh-7 cells. In addition, induction of ER
stress by HBV large surface mutant protein pre-S2 was
observed in Huh-7 cells. The result has shown that
increased ER stress by pre-S2 protein was significantly
enhanced NUCB-2 expression. We also observed that the
overexpression of NUCB-2 was corrected with ER stress in
human hepatocellular carcinoma tumor samples.
    In this project, we will focus on three aims: (1) To
analyze the role of NUCB-2 in response to ER stress. (2) To
determine the mechanism of induction of NUCB-2
overexpression by ER stress. (3) To investigate the effect
of NUCB-2 overexpression on the action of chemotherapeutic
agents. We hope to identify the relationship between NUCB-2
and tumor development in response to ER stress, and these
results could provide important insight in tumorigenesis
and chemotherapy. Consequently, this mechanistic research
may provide a molecular basis to develop a biomarker and
novel cancer chemotherapeutic agent for high level
expression of NUCB-2 in cancer patients.

英文關鍵詞： Keywords: Hepatocellular carcinoma; Huh-7; HepG2; MCF-7;
nucleobindin-2; hepatitis B virus; Hepatitis B virus pre-
S2Δ large mutant surface protein; endoplasmic reticulum
stress; XBP-1; 293T; tunicamycin; brefledi A
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科技部補助專題研究計畫成果報告 

中文題目: 探討內質網壓力誘導nucleobindin-2過量表現的機制及對肝癌治療的影響 

 

英文題目: To investigate the effect of nucleobindin-2 overexpression by endoplasmic reticulum 

stress on hepatocellular carcinoma treatment 

 

一、中文摘要 

   過去研究指出在許多的疾病或腫瘤可以

觀察到內質網壓力如肝癌或和糖尿病，許多

的因子如突變蛋白、病毒感染、低氧、低葡

萄糖或化學物質可能干擾內質網內正確的蛋

白質折疊。當大量累積未正常摺疊的蛋白質

所造成的內質網壓力會透過活化ATF6、PERK

及 Ire1 訊息傳遞路徑。最近的研究顯示

Nucleobindin-2 (NUCB-2) 在臨床腫瘤樣本中

發現有過量表現的情形如胃癌、腎臟惡性腫

瘤、子宮內膜癌細胞、大腸癌、前列腺癌和

乳癌。在高 NUCB-2 表現的癌症病人其存活

率比低 NUCB-2 的癌症病人低，然而 NUCB-2

在腫瘤細胞過量表的機制和影響尚未釐清。

所以在本計劃我們想要去確認 NUCB-2 在腫

瘤細胞中過量表現的新奇的角色及機制。我

們的初步結果指出 tunicamycin 及 brefledin A

這兩個內質網壓力誘導劑可以增加 Huh-7、

MCF-7 及 HepG2 細胞株和動物模式下

NUCB-2 的表現。利用 RT-PCR 及 real-time 

PCR 確認內質網壓力誘導 NUCB-2 mRNA 的

表現量，並且在內質網壓力下 NUCB-2 蛋白

質表現量也明顯的增加。更進一步的也觀察

到在內質網壓力下 NUCB-2 有入核的情形。

我們也去探討 NUCB-2 在內質網壓力誘導細

胞凋亡所扮演的角色，利用 NUCB-2 shRNA

來降低 Huh-7 細胞 NUCB-2 表現量可以促進

內質網壓力所誘導細胞凋亡情形。除此之外，

我們利用在 Huh-7 細胞表現 B 型肝炎表面突

變蛋白(pre-S2)來誘導內質網壓力，結果顯示

透過 pre-S2所誘導的內質網壓力其 NUCB-2

表現量也有意義的增加，進一步我們在人類

肝腫瘤組織裡也可觀察到 NUCB-2 表現量與

內質網壓力有關係。 

在本計畫中我們將著重於三個主軸: (1) 分析

NUCB-2 在內質網壓力所扮演的角色。(2) 確

認在內質網壓力下 NUCB-2 的誘導機制。(3) 

探討 NUCB-2 過量表現對於化學治療要處理

之影響。我們希望利用內質網壓力的環境來

探討 NUCB-2 與腫瘤發展的關係，這樣的結

果可以提供一個重要的資訊可以提供未來應

用在腫瘤生成及化學治療方面。總結而論，

這樣的機制研究可以提供一個生物標記及分

子基礎來研發新的癌症治療藥物給這一群高

NUCB-2 表現的病人。 

 

關鍵字：  肝癌 ; Huh-7; HepG2; MCF-7; 

nucleobindin-2; hepatitis B virus; Hepatitis B 

virus pre-S2Δ large mutant surface protein; 內

質 網 壓 力 ; XBP-1; 293T; tunicamycin; 

brefledin A 
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Abstract 
  Previous studies have indicated that the 

induction of endoplasmic reticulum stress was 

observed in many disease or tumors such as 

hepatocellular carcinoma or diabetes. Many 

factors may interfere with proper protein 

folding activity in the endoplasmic reticulum 

(ER) such as mutant proteins, viral infection, 

hypoxia, low glucose or chemical compounds. 

Accumulation of unfolded protein will activate 

ATF-6, PERK and Ire1 signaling pathways in 

response to ER stress. Recently many studies 

have indicated that overexpression of 

nucleobindin-2 (NUCB-2) is observed in 

clinical tumor samples such as gastric cancer, 

prostate cancer, renal cell carcinoma, 

endometrial carcinoma cells, colon cancer and 

breast cancer. The survival rate of high-level 

expression of NUCB-2 in cancer patients was 

lower than cancer patients with low-level 

expression of NUCB-2. However, the effect of 

NUCB-2 overexpression on tumor cells is still 

unclear. In this project, we want to identify the 

novel role and mechanisms of NUCB-2 

overexpression in hepatoma cells. Our 

preliminary results indicated that two ER stress 

inducers, tunicamycin or brefeldin A, increased 

NUCB-2 expression in three cell lines 

(Huh-7/MCF-7/HepG2) and in vivo. NUCB-2 

mRNA expression level was induced by ER 

stress as determined with RT-PCR and 

real-time PCR, and induction of NUCB-2 

protein level was significantly increased by ER 

stress. Furthermore, nuclear translocation of 

NUCB-2 was observed during ER stress. The 

role of NUCB-2 in mediating 

tunicamycin-induced apoptosis was also 

investigated, and downregulation of NUCB-2 

expression by NUCB-2 shRNA significantly 

promoted tunicamycin-induced apoptosis in 

Huh-7 cells. In addition, induction of ER stress 

by HBV large surface mutant protein pre-S2 

was observed in Huh-7 cells. The result has 

shown that increased ER stress by pre-S2 

protein was significantly enhanced NUCB-2 

expression. We also observed that the 

overexpression of NUCB-2 was corrected with 

ER stress in human hepatocellular carcinoma 

tumor samples.    

    In this project, we will focus on three aims: 

(1) To analyze the role of NUCB-2 in response 

to ER stress. (2) To determine the mechanism 

of induction of NUCB-2 overexpression by ER 

stress. (3) To investigate the effect of NUCB-2 

overexpression on the action of 

chemotherapeutic agents. We hope to identify 

the relationship between NUCB-2 and tumor 

development in response to ER stress, and 

these results could provide important insight in 

tumorigenesis and chemotherapy. Consequently, 

this mechanistic research may provide a 

molecular basis to develop a biomarker and 

novel cancer chemotherapeutic agent for high 

level expression of NUCB-2 in cancer patients. 

 

Keywords: Hepatocellular carcinoma; Huh-7; 

HepG2; MCF-7; nucleobindin-2; hepatitis B 

virus; Hepatitis B virus pre-S2Δ large mutant 

surface protein; endoplasmic reticulum stress; 

XBP-1; 293T; tunicamycin; brefledi A 
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二、前言 

肝癌 (Hepatocellular carcinoma) 

     肝癌是全球排名第六常見的惡性腫瘤，

而肝癌更在癌症死亡原因裡為排名第三的癌

症，在全球每年約有 70萬人被診斷為肝癌[1]。

肝癌的危險因子主要有病毒感染、過量酒精

攝取、基因、暴露於致癌物質及環境化學物

質等[2, 3, 4]，而大約 70-90%的肝癌的產生主

要為患者有慢性肝臟疾病，在亞洲及非洲地

區大約有 80%的肝癌病人主要因 B 型肝炎病

毒(hepatitis B virus)及同時暴露於黃麴毒素

(aflatoxin B1)所造成[5]，而在北美、歐洲及日

本地區主要因感染 C 型肝炎(hepatitis C virus)

合併酒精攝取的因素來造成肝癌[6]。目前肝

癌治療上主要有手術、肝動脈栓塞術、經超

音波指引的局部消除療法、放射線治療及化

學治療。在化學治療上如 sorafenib 是目前對

於肝癌標靶治療效果較顯著之藥物，也是第

一個由 FDA 核准用於治療肝癌的標靶藥物

[7]。最近的研究指出 sorafenib 主要作用的目

標可分為細胞膜上的 receptor tyrosine kinase

及細胞內的 kinases 等，在細胞膜上 sorafenib

可以抑制 VEGFR、PDGFR-、RET receptor、

c-KIT receptor 及 FLT-3 等接受器[8, 9]。此外

sorafenib 也可以抑制 Ras/MAPK 的訊息傳遞

路徑，另一方面 sorafenib 也可以抑制細胞內

的 serine/ threonine kinases 如 Raf-1 及

B-Raf[10]。最近的研究也發現 sorafenib 與

EGFR-STAT3 訊息傳遞的活化有關係，STAT3

在調控基因表現扮演重要的角色，如參與腫

瘤細胞的增生與存活。STAT3 可以被 EGFR、

FGFR 及 PDGFR 所調控來活化，活化的

STAT3 可以調控許多和 apoptosis 相關的蛋白

質如 Bcl-2、Bcl-xL、Mcl-1、survivin 及 cyclin 

D1 的表現，此外 STAT3 訊息傳遞路徑可以被

protein tyrosine phosphatases 調控例如 SHP-1

及 SHP-2。研究人員發現許多肝癌細胞對抗腫

瘤藥物 Recombinant tumor necrosis factor–

related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)都有

抗藥性的情形，而 sorafenib 可以透過 SHP-1

來降低 STAT3 磷酸化，進而增強肝癌細胞對

TRAIL 的敏感度，然而研究更進一步發現當

EGFR-STAT3 路徑如果無法被抑制的話會造

成肝癌細胞對 sorafenib 較不敏感[11, 12]。在

其他的訊息傳遞方面顯示，研究顯示 NF-B

的活化對於腫瘤的發展扮演著重要的角色，

而當以 sorafenib 合併 triptolide 處理 Huh-7 細

胞時可以明顯地降低 nuclear factor κB 的活

性[13]。此外在免疫方面而言則 NF-B 可以

去改變 host innate immune components 如

macrophage，藉此腫瘤細胞可以逃脫免疫的攻

擊，因此降低 NF-B 的活性可以抑制腫瘤的

發展 [14, 15]。在另一方面的研究顯示，

sorafenib 除了單獨用在處理肝癌細胞外，最近

有一些研究人員試著以 sorafenib 來合併其他

的化學藥物來增強 sorafenib 在治療的效果，

例如以 sorafenib合併doxorubicin、 octreotide、

oxaliplatin、tegafur/uracil、cisplatin、gemcitabine、

rapamycin、HDAC inhibitor 或 ERK inhibitor

等[16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23]。另外在肝癌

治療上也常使用肝動脈化學栓塞法(TACE; 

Transarterial chemoembolization)來對肝腫瘤

細胞進行化學處來，而肝動脈化學栓塞法常

使用的化學藥物為 doxorubicin。最近的臨床

研究發現當以 sorafenib 合併肝動脈化學栓塞

時可以明顯提高末期肝癌病患的存活率[24]。

然而肝癌治療上常常會遇到抗藥性的產生或

預後率偏低的情形，因此開發新的治療策略

也是目前科學家一直在研究的重點。 

 

內質網壓力 (endoplasmic reticulum stress; 

ER stress) 

    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
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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 

(glucose-regulated protein 78) 、 GRP94 

(glucose-regulated protein 94)及 calreticulin 可

以幫助穩定蛋白質的摺疊過程，而當有折疊

不正常的蛋白質時則會被留在內質網進行修

復或分解 [25, 26]。 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、化學物質、

缺氧、基因突變及其他等因素作用下則會造

成不完全折疊的蛋白質 (unfolded protein) 大

量堆積在內質網中，因而造成內質網壓力 

(endoplasmic reticulum stress, ER stress)。當內

質網壓力產生時會引發細胞內三種特殊的訊

息傳遞路徑，分別為 (1) 不完全蛋白質摺疊

反應 (unfolded protein response) (2) 內質網超

載反應 (ER-overload response, EOR) (3) 內質

網相關的蛋白質分解機制  (ER-associated 

degradation, ERAD)[27, 28, 29]。目前研究指出

有三條主要跟內質網壓力相關的訊息傳遞路

徑的蛋白質為 Ire1、PERK 及 ATF-6，這三種

主要蛋白質在無內質網壓力時會跟 chaperone

蛋白質 GRP78 結合，當感受到內質網壓力時

就會和 GRP78 分離後被活化，而分離的

GRP78 會去幫助那些不正常摺疊的蛋白質摺

疊。活化的三條路徑之作用如下 : 第一為

ATF6，它跟 GRP78 分離後會被送到高爾基體 

(Golgi)，然後被 S1P 及 S2P 蛋白酶切割後釋

放出 C 端片段的活化態 ATF6，活化態 ATF6

則會進入細胞核成為一個 transcription factor

來啟動不完全蛋白質摺疊反應 (UPR)相關基

因表現如 GRP78 及 XBP-1[30]。第二條被活

化的路徑為 PERK，它可以誘導 eIF2的磷酸

化，當他被磷酸化時就會造成蛋白質合成的

停滯來降低內質網壓力。第三種被活化的路

徑為 Ire1，被活化的 Ire1 可以把 XBP-1 mRNA

進行Splicing然後形成mature XBP-1 mRNA，

而 mature XBP-1 mRNA 則表現合成 XBP-1 蛋

白質，然後 XBP-1 蛋白質在進入細胞核內去

誘導啟動不完全蛋白質摺疊反應 (UPR) 相

關基因表現[31, 32]。 

過去的研究顯示在腫瘤組織中常可以觀察到

內質網壓力(endoplasmic reticulum stress)的情

形，包含有肺癌、乳癌、大腸癌、胰臟癌及

肝癌。許多的因素可以誘導腫瘤產生內質網

壓力如葡萄醣缺乏、低氧、低 pH、基因突變、

病毒蛋白質及其他因素等的情況，此外最近

也發現在人類肝腫瘤組織中可以發現 ATF-6

及 GRP78 在肝腫瘤癌化程度越嚴重表現量越

明顯的增加，此外也發現 GRP78 過量表現的

肝腫瘤細胞在藥物處理時比較容易存活下來，

這顯示內質網壓力下所誘導的基因表現對腫

瘤發展及藥物治療效果扮演重要角色[33, 34]。

另外在我們過去的研究也發現內質網壓力肝

癌 的 關 係 如 內 質 網 壓 力 可 以 誘 導

Cyclooxygenase -2 的表現、誘導 Apurinic 

endonuclease 的表現、增加 Bcl-2 的表現及增

加肝臟脂肪合成等[35, 36, 37, 38]。這結果顯

示內質網壓力在肝癌的發展與治療上扮演重

要的角色。 

 

Nucleobindin-2 (NUCB-2) 結構與功能 

    Nucleobindin 是 一 類 EF-hand motif 

containing Ca2+結合蛋白，但目前為止有兩種

nucleobindin 分別為 NUCB-1 及 NUCB-2，兩

個蛋白質之間相似度為 62%， NUCB-1 已經

被證實在自體免疫及細胞凋亡中扮演重要角

色，而 NUCB-2 到目前完就為止主要和食慾

有關，其他研究尚未被釐清 [39]。NUCB-2

是一個由 396 個胺基酸所組成的蛋白質，也

被稱作 NEFA (DNA binding/EF-hand/acidic 

protein)，人類 NUCB2 胺基酸序列與大鼠及小

鼠相似度高達 85%以上，過去研究顯示

NUCB-2 蛋白質具有 signal peptide (SP)、DNA 
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binding domain (DNA)、two helix-loop-helix 

EF-hand domains (EF-1及EF-2)、leucine zipper 

motif (LZ) 和 c-terminal domain (c-term) 的結

構區域部分，EF-hand domain 可以和鈣離子結

合因此增加-helix 二級結構的含量。其他的

研究也發現 NUCB2 也可以被 posttranslation 

modification 切出 nesfatin-1、nesfatin-2 及

nesfatin-3 的三個部分，nesfatin-1 主要發現可

以釋放出去到血液循進入中樞神經系統而來

降低食慾及影響能量代謝，但 nesfatin-2 及

nesfatin-3 則功能尚不清楚[40, 41]。到目前為

止 NUCB-2 在細胞或生理所扮演的角色如下: 

1. NUCB-2被切割後的nesfatin-1可以調控食

物攝取及能量代謝 [40]。 

2. NUCB2 被證實在胃癌組織中有過量表現

的情形，且可以透過 mTOR 訊息傳遞路徑

來調控它的表現量 [42, 43]。 

3. 在中樞神經系統，NUCB-2 可以當作神經

內分泌的角色 [44]。 

4. NUCB-2 基因突變被證實可導致孩童嚴重

肥胖 [45]。 

5. Troglitazone (a ligand of peroxisome 

proliferator-activated receptor- / oral 

insulin-sensitizing antidiabetic agents)可以

透過 ERK1/2 來增加 NUCB-2 mRNA 的穩

定性 [46]。 

6. NUCB-1 及 NUCB-2 可以被 caspase 切割

修飾 [47]。 

7. 在乳癌組織中發現 NUCB-2 過量表現，並

且這一群高 NUCB-2 表現病人在術後存活

率較低 NUCB-2 表現的病人來的低 

[48]。 

8. 分析 180 位前列腺癌後約有 50%為高

NUCB-2表現的病人，且這一群高NUCB-2

表現的前列腺   

癌病人在放射治療後，其存活率偏低 [49, 

50]。 

9. NUCB-2可以誘導 chondrocyte細胞可以誘

導 IL-6 MIP-1α mRNA及COX-2等發炎相

關基因的表現[51]。 

10. NUCB2 過量表現與臨床上 clear cell renal 

cell carcinoma 病人低存活率有高對相關性 

[52]。 

11.在 NUCB-2 轉殖鼠給予高脂肪食物後發現

NUCB-2 與 insulin resistance 及 fat deposition 

in the liver 有關 [53]。 

12. NUCB2 的表現量與子宮內膜癌細胞

(endometrial carcinoma cells)增生有相關，並且

為 子 宮 內 膜 癌 細 胞 病 人 的 independent 

prognostic factor [54]. 

13. NUCB-2 透過 LKB1/AMPK/TORC1/ZEB1

訊息傳遞路徑來增強大腸癌細胞的爬行、侵

犯及上皮細胞間質轉移(EMT)的能力[55]。  

    截至目前為止在 NUCB-2 上的研究大約

可分成兩大群，一為和食物攝取相關另一個

和腫瘤細胞相關，最近研究顯示在乳癌、胃

癌、腎臟惡性腫瘤、子宮內膜癌細胞、大腸

癌及前列腺癌的腫瘤組織中有 NUCB-2 過量

表現的情況，但在腫瘤細胞內所扮演的角色

尚未被完整的釐清。綜合這些研究可推論出

NUCB-2 在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，NUCB-2 在細胞存

活上可能會扮演重要的功能。另外值得注意

的是下列幾點 (1)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。(2)而這些伴隨蛋白和摺疊酵素基

因可以被內質網壓力所活化的 ATF-6 及

XBP-1 所誘導來增加表現，而我們也觀察到

NUCB-2 promoter 也有 ATF-6 及 XBP-1 結合

的位置。(3)此外其他研究顯顯示在很多腫瘤

中常可觀察到 GRP78 過量表現並且增加癌細

胞的抗藥性。因此我們觀察到 NUCB-2 也是

一個可以和 Ca2+-dependent 的蛋白質，加上我
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們進一步分析 NUCB-2 的 promoter 時也發現

有 ATF-6 及 XBP-1 等結合的位置，所以我們

推測 NUCB-2 在內質網壓力可能尚未被證實

扮演類似 chaperone 全新的角色(類似 GRP78)。

另外 NUCB-2 蛋白質也具有 DNA binding 

domain，是否在內質網壓力下具有調控基因

表現的功能也值得我們更進一步的去探討。

越來越多的研究顯示很多腫瘤組織的發展與

治療與 NUCB-2 表現量有關，且我們初步結

果發現內質網壓力可以誘導 NUCB-2 的表現。

另外在很多的化學治療藥物處理時都可以誘

導內質網壓力的產生，此時 NUCB-2 因藥物

處理所誘導的內質網壓力所增加表現，因此

NUCB-2 在化學治療時所扮演的角色也變得

非常重要，本計畫期望 NUCB-2 能當作生物

標記及開發新的治療的策略，期望能提供更

完整資訊給 NUCB-2 過量表現的病人。 

 

三、材料與方法 

RT-PCR 及 real-time PCR 

    把經過處理後細胞以 Trizol (invitrogen)

來收集 RNA，以 1g 的 RNA 來進行 RT，之

後以 1ml 的 cDNA 來當作 temple 進行 PCR 反

應，引子序列如下： NUCB-2 

forward5’tgggaggctaagcaaagaac 3’； NUCB-2 

reverse：5’tctttgcttcctgggtgatt 3’。另外以

G3APDH 當作控制組，其序列如下：G3APDH 

forward 5’-tgaaggtcggtgtgaacggatttggc-3’；

G3APDH reverse 

5’-catgtaggccatgaggtccaccac-3’。PCR 後產物將

以 1-1.2% agarose 來分析之。在 real-time PCR

方面，引子序列如下: Huh-7 NUCB-2 forward 

5'-GGACCACCAAGCTCTTCTAAAACA-3'；

Human NUCB-2 reverse 

5'-TGTTGCCGCTTTGATTAGCA-3'。GRP78 

forward 

5'-CCACCAAGATGCTGACATTGA-3'； 

GRP78 reverse 

5'-AGGGCCTGCACTTCCATAGA-3'。

GAPDH forward 

5'-CCATCTTCCAGGAGCGAGATC-3'； 

GAPDH reverse 

5'-GCCTTCTCCATGGTGGTGAA-3'。

real-time PCR以ABI系統來完成實驗。 

 

西方點墨分析法 

    收集經處理過的細胞後以 SDS lysis 

buffer (0.1 M Tris (pH 6.8), 0.4% SDS, and 

20% glycerol)來抽取蛋白質。再以 Micro 

BCATM protein assay reagent kit (pierce, IL, 

USA)定量後取 15–25 g 細胞蛋白萃取液來

進行西方點墨。一級抗體 (anti-NUCB-2, 

anti-GRP78, anti-p65, anti-pp65 ser 276, pp65 

ser 311, anti-ERK, anti-pERK, anti-Akt, 

anti-pAkt, anti-ATF-6, anti-Ire1, anti-eIF2, 

anti-peIF2及 anti-tubulin) 稀釋後在 4°C下反

應 16 小時，以 Tris-buffered saline (TTBS)進

行 10 分鐘連續三次清洗後，加入二及抗體 

(1:2000)後在室溫下震盪反應一小時，再以

TTBS 進行 10 分鐘連續三次清洗後，利用

ECL(Amersham Biosciences)偵測系統來進行

分析。 

 

MTT assay 

    細胞毒殺效應測試由 MTT assay 來完成。

首先3x105的腫瘤細胞(Huh-7/HepG2/MCF-7) 

種植於 24 孔平底，16 小時後分別以不同濃

度之 TM 或 BFA 或藥物來處理細胞，經過在

37°C 培養 24 及 48 小時後去除培養基，再加

入含 0.5 mg/mL MTT 的培養基以 37°C 在 5%

二氧化氮培養培養 4 小時，之後去除培養基

再加入 500 l DMSO 溶解之，最後取 100 l

到 96 孔平底培養盤裡以波長 570 nm 來測量

其吸收光，吸收值愈高代表細胞存活率高而

吸光值低則反之。    
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免疫螢光法 

首先 3x105的腫瘤細胞(Huh-7/HepG2) 種

植於 64 孔平底，16 小時後分別以不同濃度之

TM 或 BFA 來處理細胞，經過在 37°C 培養 24

小時後去除培養基以 3.7% paraformaldehyde

處理時分鐘後再以 PBS 清洗三次，之後在以

冰甲醇及過氧化氫處理後在加入 NUCB-2 抗

體，此外我們為了觀察 NUCB-2 的分布位置，

我們同時間會分別以內質網壓力標記物 (ER 

tracker; cell signaling cat. 8787)、粒線體標記物 

(GM130 antibody)及高基斯體標記物 (COX 

IV antibody)來同時進行作用。在 4°C 培養 16

小時後以 PBS 清洗三次後加入 anti-mouse 

FITC-conjugated 抗體在室溫下反應一小時，

在以 PBS 清洗後在螢光及共軛焦顯微鏡顯微

鏡下觀察 NUCB-2 的分佈及表現情形。 

 

細胞質及細胞核蛋白質分離 

    我們將把經處理過藥物之細胞進行細胞

質及細胞和蛋白質分離，主要方法是根據

NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction 

reagent kit (Pierce) 來進行實驗。簡單的描述，

把1x106 Huh-7細胞給於tunicamycin or BFA之

後，再分別經過0、3、6、12、24小時的處理，

把細胞收集後經PBS清洗過後以200 l 的

cytoplasmic reagent I solution來把細胞打散後

置於冰上 10分鐘，之後再加入 11 l 的

Cytoplasmic Extraction Reagent II solution並置

於冰上一分鐘後以16000g離心五分鐘，上清

液即為細胞質蛋白質萃取液。剩餘的 pellet

再加入100 l Nuclear Extraction Reagent 至於

冰上40分鐘後以16000g離心10分鐘，所得到

上清液即為細胞核內的蛋白質，所獲得之細

胞質及細胞和蛋白質定量後以西方點墨方法

來分析NUCB-2及GRP78在細胞內的分佈情

形，以-actin及topoisomerase II來當作細胞質

及細胞核的internal control並觀察細胞的分離

是否完整。 

 

以動物模式誘導內質網壓力 

    以3隻BALB⁄c老鼠為一組分並分成控制

組  ( 給予 PBS) 及實驗組  ( 給予 3g/kg 的

tunicamycin)，以腹部方式注射後觀察24小時，

之後在分別收及兩組動物的肝臟，再加入液

態氮磨碎後以trizol來萃取total RNA，取1g 

RNA 進行 reverse transcription 後以 real-time 

PCR來分析NUCB-2、GRP78及GAPDH的表現

量。 

 

以xenograft model動物模式來進行藥物試驗 

    把1 x 106的Huh-7、Huh-7 NUCB-2、Huh-7 

shNUCB-2及Huh-7 NLS-NUCB-2細胞注射至

SCID mice的背部，等待一個星期後隨機分組

老鼠，每一組實驗為5隻老鼠，一共分成控制

組與藥物處理組別(sorafenib: 25 及50 mg/kg); 

doxorubicin: 3 及6 mg/kg)。隨後每隔兩天以

腹部方式注射藥物，連續觀察40天並且每五

天測量腫瘤大小，同時需記錄各組老鼠的死

亡時間，40天後在分別收動物的腫瘤組織備

用。 

 

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) 

assay 

    Cells were plated into 100 mm-diameter 

dishes for overnight incubation and stimulated 

with or without 1 µg/ml of Brefeldin A for 0, 3, 

9, and 24 h. The CHIP assay was performed 

according to the supplier’s directions 

(Millipore-Upstate, Billerica, MA). Briefly, 

treated cells were fixed in serum-free medium 

containing 1% formaldehyde for 10 minutes at 

37◦C. Huh-7 cells were cross-linked with 1% 

formaldehyde for 10 min. The cells were then 

harvested, lysate, and sonicated to shear 
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genomic DNA into fragments of 200-1000 base 

pairs. An aliquot was also retained as an input 

sample to normalize PCR reactions and analyze 

shearing efficiency. 400 μg of each remaining 

chromatin preparation was incubated overnight 

at 4◦C with 2 µg of anti-AFT-6 or anti-XBP-1 

antibodies. Both immunoprecipitated and input 

DNA samples were analyzed by real-time PCR 

to determine the relative amounts of DNA from 

the NUCB-2 gene promoter region present in the 

samples. The primers used for amplification by 

real time PCR were:  

forward primer: 5’-ctccgggtaagctagggaag-3’ 

reverse primer: 5’-aagctgtggagcctggtg-3’. 

 

Plasmid transfection and lentivirus 

production 

    從中研院RNAi core購置的  shRNA、

pMD2.G及psPAX2質體與lipofectamine 3000

混合後靜置15分後，DNA混合液加入293T細

胞中，在37oC培養4小時後更換新鮮的30%血

清培養基，再經過24小時培養後收集培養基，

之後再將收集含有 lentivirus 的培養基與

polybrene混合後去感染細胞，感染後的細胞

以1 g/ml puromycin處理2星期後收集細胞

total RNA或 total protein以 real-time PCR或

western blotting方法分析相關基因的表現。

(shRNA序號請見Plasmid及stable clone的建

立) 

 

NUCB-2 promoter 的建立與活性分析 

    我們將分別把不同長度的NUCB-2的

promoter建立在pGL-3-basic luciferase reporter 

plasmid來分析當在內質網壓力下表現的情形，

首 先 把 NUCB-2 promoter (pNUCB-2 Luc 

reporter plasmid送入Huh-7細胞中，之後再以

tunicamycin及BFA來處理細胞，分別經過0、3、

6、12小時後，以Dual-Luciferase Reporter Assay 

System (Promega)來分析之. 質體建構的引子

序列如下: 

A. 

1. -1315 ~ -1: forward-Kpn I- 5'-ggc gcg ggt acc 

aca gac aag gac atg gag gc-3' 

2.-900 ~ -1: forward-Kpn I- 5'-ggc gcg ggt acc 

cag att ggt ctc aaa ttt ttg -3' 

3. -450 ~ -1: forward-Kpn I- 5'-ggc gcg ggt acc 

cca agg cgg agg acg ggg gtg t-3' 

4. -175 ~ -1: forward-Kpn I- 5'-ggc gcg ggt acc 

tcc aca gct tcg gcc ctc ctc-3' 

B.  

1. reverse-Bgl II-5'- cct aag aga tct gcc cca cca 

ccc gcc gcg -3' 

 

Plasmid及stable clone的建立 

    首先我們將把 NUCB-2 基因以下列引子 

1 (1-396 amino acid):  NUCB-2 forward-Hind 

III 5'-ggc gcg aag ctt atg gtg cct att gac ata gac 

-3'；NUCB-2 reverse-Not I 5’-cct aag gcg gcc 

gcg a aat gtg tgg ctc aaa ctt caa-3’ 

2 (85-396 amino acid): NUCB-2 forward-Hind 

III 5'-ggc gcg aag ctt atg ggg agg cta agc aaa gaa 

-3'；NUCB-2 reverse-Not I 5’-cct aag gcg gcc 

gcg a aat gtg tgg ctc aaa ctt caa-3’ 

3 (166-396 amino acid): NUCB-2 forward-Hind 

III 5'-ggc gcg aag ctt atg gaa cac tat gac aag 

ac-3'；NUCB-2 reverse-Not I 5’-cct aag gcg gcc 

gcg a aat gtg tgg ctc aaa ctt caa-3’ 

放大後經酵素切後的 NUCB-2 再轉接到

pCMV-HA plasmid (gift from Ming-Derg Lai)，

此外我們將建立不同長度的 NUCB-2 蛋白質，

其引子序列如下: NUCB-2 formard-Hind III 5'- 

ggc gcg aag ctt ggg agg cta agc aaa gaa c-3' 

(85aa-396aa)；NUCB-2 formard-Hind III 5'- ggc 

gcg aag ctt ctg gaa cac tat gac aag act cg-3' 

(166aa-396aa)。Huh-7 shRNA stable 的建立， 

shRNA 在中研院國家型干擾性核醣核酸核心
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設 施 中 心 購 得 的 質 體 分 別 如 下 

NUCB-2shRNA: TRCN0000055526 及

TRCN0000300120 ； ATF6-shRNA: 

TRCN0000017853 、 TRCN0000017854 及

TRCN0000017855 ； XBP-1 shRNA: 

TRCN0000019804 、 TRCN0000019807 及

TRCN0000019808 。 KAP1 shRNA: 

TRCN0000013159 及 TRCN0000329913 ；

STAT3 shRNA: TRCN0000329887 及

TRCN0000329886; FOXM1 shRNA: 

TRCN0000273982 及 TRCN0000015544; ATF2 

shRNA: TRCN0000013713 及

TRCN0000218254; GATA3 shRNA: 

TRCN0000273944 及 TRCN0000273991。首先

將這些 plasmid 製成的 lentivirus 分送入 Huh-7 

cells 後以 puromycin 篩選 2 周後，以 real-time 

PCR 方 式 來 確 認 表 現 量 。 在

p3XFLAG-CMV-NUCB-2-NLS 方面，我們先

把 NUCB-2 及 SV40 NLS 請廠商化學合成後

放置於 pUC-NUCB-2-NLS，我們再以 HindIII

及 KpnI 限制酶轉接至 p3XFLAG-CMV 載體

上面。  

 

Annexin V/propidium iodide assay 

For assessment of apoptosis, both floating 

and adherent cells were collected and analyzed. 

Briefly, 5 x 105 cells per dish were plated onto 

6-cm dishes and incubated at 37oC for 16 h. The 

cells were treated 5-fluorouracil for time 

indicated. The cells were washed twice with 

PBS and collected by trypsinization. After 

centrifugation at 400 x g for 5 min at room 

temperature, the cells were stained with 

Annexin V and propidium iodide (1 g/mL). 

The cell apoptosis distributions were determined 

on a FACScort flow cytometer and analyzed by 

ModFitLT V3.0 software program. 

 

細胞週期 analysis.  

To determine cell-cycle distribution 

analysis, 5 x 105 cells in 6 cm dish were treated 

with various concentrations of tunicamycin for 

24 h. After incubation, the supernatant was 

removed, and the cells were then fixed in 70% 

ethanol/PBS, pelleted, and resuspended in 

buffer containing RNase A and propidium 

iodide. Cell-cycle distrubation was determined 

by flow cytometry analysis, and the percentages 

of cells were determined using the WinMDI 

software.  

 

caspase-3 活性分析  

利用 PE active caspase-3 apoptosis kit (BD 

Pharmingen)來偵測 Caspase-3 的活性。將 1 x 

106 Huh7、Huh-7 Luc、Huh-7 NUCB-2 shRNA 

和 Huh-7 NUCB-2 EGFP 細胞培養在 10 公分

培養皿後，在給予不同藥物濃度處理 24、48

小 時 後 ， 收 集 細 胞 並 以 0.5 ml 

Cytofix/Cytoperm 打散後放在冰上 20 分鐘，

之後再給予含 20 l caspase-3 antibody 的

100　l Perm/Wash buffer，在室溫下反應 30

分鐘後在加入 400 l Perm/Wash buffer 後，直

接以流式細胞移分析之。 

 

Colony formation assay     

    首先把 1000 的腫瘤細胞(Huh-7-control / 

Huh-7-NUCB-2 shRNA / Huh-7-NUCB-2 

EGFP) 種植於 6 孔平底盤上，在 10% FBS–

supplemented DMEM 培養基培養 24 小後，在

換成含有藥物的培養基在 37°C 作用 24 小時

後，已 PBS 清已兩次後換成一般的培養基 

(10% FBS–supplemented DMEM) ，之後以每

隔兩天更換一次培養基，經過 14 天培養後以

3.7% formaldehyde 固定後，再以 crystal violet 

進行染色，之後再計算每一個孔盤上的總細

胞 colony 的數目。  
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統計分析    

Results were presented as the mean ± S.D., 

and statistical comparisons were made using the 

Student’s t test. Significance was defined at the 

p < 0.05 , 0.01 or 0.001 levels. 

 

四、研究成果與討論 

1. 肝癌與 NUCB-2 表現的關係 

首先為了分析肝癌與 NUCB-2 表現的關係在

過去的研究，我們分別利用不同的生物資料

庫來搜尋有關肝癌與 NUCB-2 表現的關係。

首 先 利 用 ProteinAltas 資 料 庫

(http://www.proteinatlas.org/)去分析 NUCB-2

在人類腫瘤組織中表現的情形，分析結果顯

示在肝腫瘤組織切片中可以明顯觀察到

NUCB-2 有過量表現。此外我們也利用

SurvExpress 網 站

(http://bioinformatica.mty.itesm.mx:8080/Biom

atec/SurvivaX.jsp)來分析NUCB-2 mRNA在過

去在肝癌病人檢體中表現的情形，結果顯示

在 225 肝癌組織病人資料庫中顯示有過量表

現的情形。另一方面，我們利用生物資料庫

中的數據去分析 NUCB-2 表現量與肝癌病人

存 活 率 的 關 係 ， 我 們 利 用 PROGgene 

(http://watson.compbio.iupui.edu/chirayu/progg

ene/database/index.php)來分析81為肝癌病人，

結果顯示紅色線為高 NUCB-2 表現的病人其

存活率明顯比綠色線的低 NUCB-2 表現肝癌

病人來的低。因此我們分別利用三種不同生

物資料庫去分析肝癌與 NUCB-2 的關係，結

果顯示當肝癌組織有 NUCB-2 過量表現的情

形且與肝癌病人存活率有高度的相關性。 

 

2. 內質網壓力誘導NUCB-2 mRNA表現 

    首先我們利用TM與BFA 來處理Huh-7、

HepG2及MCF-7 細胞，經0、6、12、24 小時

處理後分析NUCB-2 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。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小時的培養

後以RT-PCR及real-time PCR來分析NUCB-2 

mRNA的表現量，結果顯示經tunicamycin處理

下6-24小時NUCB-2 mRNA有明顯增加的現

象，更進一步的我們也以real-time PCR來分析

NUCB-2 mRNA的表現，結果也顯示內質網壓

力可以明顯誘導NUCB-2的表現。 

 

3. 內質網壓力誘導NUCB-2 蛋白質表現 

    前面我們已觀察到內質網壓力可以誘導

NUCB-2 mRNA表現，因此進一步的我們想要

去觀察NUCB-2蛋白質表現量。我們以2.5 

g/ml tunicamycin來處理Huh-7、MCF-7及

HepG2，經過 0、3、6、12及24小時的處理後

分析NUCB-2蛋白質的表現量，結果顯示在三

株細胞我們都可觀察到內質網壓力可增加

NUCB-2的表現。這樣結果顯示內質網壓力可

以誘導NUCB-2 mRNA及蛋白質的表現，並且

這樣的表現屬於是屬於廣泛性的。 

 

4. 在動物模式下內質網壓力誘導NUCB-2 蛋

白質表現 

    另一方面，我們除了利用肝癌細胞細胞

株來分析內質網壓力下 NUCB-2 過量表現的

情形，我們同時也以動物模式來觀察在內質

網壓力下NUCB-2表現的情形。我們以 3g/kg

的 tunicamycin 給予 BALB⁄c 老鼠，經過 24

小時後以 real-time PCR 分析老鼠器官的細胞

中 NUCB-2 的表現情形，結果顯示在動物模

式下我們分別可以發現內質網壓力可以誘導

肝臟組織細胞 GRP78 及 NUCB-2 的過量表現

情形，此外我們也測試其他組織，在心臟組

織也觀察到相似的結果。 
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5. 內質網壓力透過transcription機制來誘導

NUCB-2表現 

    為了先確認內質網壓力誘導NUCB-2過

量表現是透過哪一種的方式來增加NUCB-2 

mRNA的表現量，所以我們以 transcription 

inhibitor actinomycin D來與tunicamycin共同

處理後，進一步來觀察在內質網壓力下

NUCB-2 mRNA表現的情形，RT-PCR分析結

果顯示在合併處理tunicamycin及actinomycin 

D時NUCB-2 mRNA表現量明顯的被抑制了，

同時我們也已real-time PCR來分析Huh-7細胞

單獨給予TM或者合併處理actinomycin D後

NUCB-2的表現，結果顯示NUCB-2 mRNA表

現被抑制，這樣結果代表內質網壓力誘導

NUCB-2表現是透過transcription 的方式。 

 

6. 在內質網壓力降低NUCB-2表現會增加細

胞死亡 

    接下來為了測試內質網壓力下所誘導的

NUCB-2過量表現在細胞所扮演的角色，我們

將以shRNA的方式來降低NUCB-2的表現，進

一步去觀察細胞存活情形。結果顯示shRNA

可以明顯的在內質網壓力下降低NUCB-2的

表現，但GRP78表現量不受到影響，更進一步

的觀察細胞存活情形發現，在內質網壓力下

當降低NUCB-2表現量時可以促進細胞的死

亡。 

 

7. 在內質網壓力誘導NUCB-2轉入細胞核內 

    先前其他研究人分析 NUCB-2 的蛋白質

結構具有 DNA binding domain，推測應該在

NUCB-2 過量表現時會對基因的調控扮演著

重要功能，所以我們初步先把 Huh-7 細胞給

予 tunicamycin 分別為 0、3、6、12、24 小時

後，把細胞質後細胞核蛋白質分離後分析

NUCB-2 的表現及分布情形，結果顯示當隨著

內質網壓力誘導 NUCB-2 過量表現時，

NUCB-2 也可觀察到明顯入核的現象，所以我

們推測 NUCB-2 進入細胞核後可能在基因調

控上可能扮演著重要的功能，未來我們將進

一步的分析進入細胞核內的 NUCB-2 所扮演

的角色。 

 

8. 在人類肝腫瘤組織中觀察到內質網壓力與

NUCB-2過量表現的情形 

    前面我們已觀察到內質網壓力可以誘導

肝癌細胞株中NUCB-2過量表現的情形，所以

在另一方我們想去驗證在人類肝腫瘤樣品本

是否觀察到類似現象，所以我們以人類肝腫

瘤組織來分析內質網壓力的情形及NUCB-2

表現量 (人類肝腫瘤組織蛋白質由成大賴明

德教授實驗室提供)，經過分析後我們發現在

有明顯內質網壓力的肝腫瘤也可觀察到

NUCB-2表現量也相對增加。 

 

9. B 型肝炎表面突變蛋白 pre-S2誘導內質網

壓力產生及 NUCB-2 的過量表現 

    另一方面，除了利用化學藥劑來誘導內

質網壓力去觀察 NUCB-2 表現情形外，我們

也同時間也利用 B 型肝炎表面突變蛋白

pre-S2來誘導內質網壓力，進一步的去觀察

NUCB-2 表現情形。結果顯示在表現有

pre-S2的 Huh-7 細胞中可以誘導內質網壓力，

同時可以明顯發現 NUCB-2 的表現量比控制

組來的多，此外 pre-S2的表現也誘導 NF-B、

ERK 及 AKT 過度磷酸化的現象。 

 

10. 以 pEGFP-NUCB-2 質體在細胞中過量表

現 

    此外我們進一步想觀察在過量表現

NUCB-2時對細胞的影響，所以我們利用

pEGFP-NUCB-2質體轉染送入細胞中過量表

現來觀察對細胞的影響。首先我們以293T細

胞來進行DNA轉染，再以螢光顯微鏡來觀察

NUCB-2-EGFP表現情形，結果顯示NUCB-2

可以明顯在細胞中過量表現。進一步的我們以
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western blot方法來分析，結果也顯示NUCB-2

在細胞中有成功表現。 

 

11. 降低 Huh-7 細胞中 NUCB-2 表現可以增

加 sorafenib 毒殺效果 

    我們進一步觀察當以NUCB-2 shRNA來

降低Huh-7細胞中NUCB-2表現，進一步觀察

肝癌標靶藥物sorafenib對低NUCB-2表現細胞

的影響。我們把Huh-7、Huh-7 Luc shRNA、 

Huh-7 NUCB-2 shRNA以7000顆細胞種植於

96中，再以1、5和10 M的sorafenib來處理，

之後利用MTT來分析細胞存活率，結果顯示

在20 M sorafenib處理時可以明顯觀察到

sorafenib可以誘導更多Huh-7 NUCB-2 shRNA

細胞死亡。 

 

12. Huh-7細胞過量NUCB-2表現可以 

減少 sorafenib 毒殺效果。 

    我們進一步觀察當以pEGFP-NUCB-2質

體來增加Huh-7細胞中NUCB-2表現，進一步

觀察肝癌標靶藥物sorafenib對高NUCB-2表現

細胞的影響。我們把Huh-7、Huh-7-EGFP、 

Huh-7-NUCB-2-EGFP以7000顆細胞種植於96

中，再以1、5和10 M的sorafenib來處理，之

後利用MTT來分析細胞存活率，結果顯示過

量表現NUCB-2可以明顯減少sorafenib處理時

所誘導的細胞死亡。 

 

13. 在內質網壓力下 XBP-1 調控 NUCB-2 表

現 

    從先前的NUCB-2 promoter分析發現有

兩個與內質網壓力相關的transcription factor，

分別為ATF-6及XBP-1。我們先以lentivirus建

立以Huh-7 XBP-1 shRNA細胞株，利用內質網

壓力誘導劑TM處理後再以real-time PCR分析

NUCB-2的表現量。結果顯示當把XBP-1表現

量降低時在有無內質網壓力皆可明顯降低

NUCB-2的表現，顯示XBP-1在內質網壓力下

對NUCB-2表現扮演重要的角色。 

 

14. 臨床肝癌檢體的分析 

    先前初步分析人類肝腫瘤蛋白質檢體後

我們發現在有明顯內質網壓力的肝腫瘤也可

觀察到 NUCB-2 表現量也相對增加，同時我

們利用生物資訊方式去搜尋生物資料庫中也

發現肝癌組織中有 NUCB-2 過量表現的情形，

但目前生物資料庫在研究肝癌與 NUCB-2 的

量不夠大，為了增加樣本數來觀察多數肝癌

病人檢體中 NUCB-2 表現情形，我們將由國

家衛生院所成立的台灣肝癌網單位，目前我

們已剛由國衛院購買 240 組已經去連結的肝

癌病人的檢體 RNA，將利用 real-time PCR 方

法來分析 120 組肝癌檢體中 NUCB-2、GRP78

及 GAPDH 的表現量，藉此我們可以更釐清在

內質網壓力下的人類肝腫瘤組織中 NUCB-2

表現的情形，這結果可以增加我們以肝癌細

胞株所證實數據的應用性及重要性。 

 

五、計畫成果自評 

本 計 畫 探 討 探 討 內 質 網 壓 力 誘 導

nucleobindin-2過量表現對肝癌治療的影響，

計畫申請三年期研究計畫，而審核通過一

年。目前我們已有重要的突破，我們已經

發現內質網壓力下如何誘導NUCB-2的表

現之機制，且過量表現NUCB-2的細胞對肝

癌標靶藥物具有抗藥性，因此對於肝癌在

治療時具有重要的資訊。目前我們已在分

析臨床上的檢體，預計我們將完成細胞、

動物及臨床檢體的分析，相信可以爭取質

量相當高的期刊論文，目前已經著手撰寫。

此外本計畫共有1位研究生和2位大學部專

題生參與，大學部因完成部分成果而順利

考上研究所，研究生也因為本計畫的執行

而獲得相當多的知識及訓練，今年畢業後

也順利找到工作。  
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    最後非常感謝科技部對於此計畫的支

持讓我們有機會深入探討NUCB-2在肝癌

所辦癌的角色，期望未來能也機會將此知

識應用在肝癌的治療上來造福國人，此外

也要感謝有機會參加國際研討會與各國學

者交流。 
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一、 參加會議經過 

本會議由亞太肝臟研究協會協會所舉辦，會議地點在日本橫濱國際會

議中心，會議中有來自相當多的國家的研究人員參與，本會議的主軸為以肝

癌為主題來去探討及分享未來在肝癌檢測治療上新的策略。首先在該會議網

站註冊參加該會議後並把要發表的海報摘要上傳，經過大會審查我將發表海

報的摘要，在通過審查後開始著手飯店和機票的預定，最後選擇從高雄小港

機場出發到東京成田機場的班機，之後再搭乘巴士到橫濱。而住宿方面，因

此我選擇在橫濱中國城附近住宿，主要因為在此地區飯店價格相對較為便宜。

在 5/10 日抵達橫濱後並且完成所有住宿事項，先去即將舉辦會議的地方先參

訪並孰悉周邊的交通設施，會議 45/11 開始舉辦並於會議中邀請如台灣、日

本、中國、韓國及美國等各國在肝癌研究上傑出的學者來分享其多年的研究

成果。會議中同時有多場相當精彩的演講讓與會研究人員參與，而我的海報

報告時間在 5/12 號晚上 16:40-17:40 這段時間開始，有機會與各國研究人員

交流且獲益良多，尤其會海報過程中與來自美國的臨床醫師討論他多年觀察

肝癌形成的機制，也與我分享她正在進行的肝癌治療藥物之開發。而會議也

於 5/14 結束後我從東京成田機場返台。 

 

 

 



二、 與會心得 

    肝癌症在台灣每年造成相當多人的死亡，目前在治療肝癌的方法有手術、

移植、放射線治療、酒精注射、血管栓篩及化學治療。但由於肝腫瘤具有高

的抗藥性及低的存活率，因此須更進一步研發尋找出一些新的治療機制及做

作用目標。我們最近的研究發現探討內質網壓力可以誘導肝癌細胞

nucleobindin-2 的過量表現，而 nucleobindin-2 在過去研究顯示在乳癌、前列腺

癌及胃癌都有過量表現情形，此外我們分析臨床檢體也發現 nucleobindin-2 在

男性的表現量比女性來的高。而亞太肝臟學會所舉辦的會議主要在探討目前

肝癌新的治療方式，會議中有相當多的全世界學者展示其在肝癌治療上的研

究成果，會議中有多學者分享基因表現與肝腫瘤發展上的影響，也有臨床醫

師分享其在肝癌治療病人上的數據分析。例如其中一位日本臨床醫師 Hiroshi 

Yatsuhashi 界分享 HBV 在日本的情況，再經日本國家數據資料庫分析在 2015

年約有 22252 肝癌病人與 HBV 慢性感染有關，然而約有 80320 的肝癌病人是

與 HCV 感染有關係，進一步統計分析 2012-2015 年與 HBV 和 HCV 導致的肝癌

病人數發現，HCV 所導致的肝癌之病人數下降了 11%，然而因 HBV 感染所導致

的肝癌病人數卻增加了 15%，這樣臨床的統計數據對於肝癌治療上有重大意義，

因為在 2014 年的 HCV Sovaldi 治療藥物上市有關，因為此藥物可以有相當高

的比例可以治癒 HCV 帶原的病人，因此 HCV 導致的肝癌病人才會明顯下降。

此外另一位臨床醫師也分享了在肝癌治療上的結果，sorafenib 是肝癌治療上



的標靶抑制劑，可以抑制多重的酪胺酸激酶，但在臨床治療上常可以發現當

病人服用 sorafenib 後有些病人會出現 hand-foot syndrome，因此 Chikara 

Ogawa 醫師就去分析在肝癌利用 sorafenib 治療後有無出現 hand-foot 

syndromem 與病人存活率的關係，結果顯示當給予 sorafenib 治療時有出現

hand-foot syndrome 的肝癌病人其存活率明顯比沒有 hand-foot syndrome 的

病人來的好。此外會議中也看到一位來自台灣慈濟大學的研究，主要探討咖

啡的攝取對慢性 HBsAg 帶原者之肝硬化的發展和肝癌發展風險的評估，他們

分析的 339 的病人顯示在高度咖啡攝取的病人和不喝咖啡的人相比其血清中

AST、APRI 及 FIB4 明顯有降低的情形，然而經過 5 年追蹤發現高度咖啡攝取

的病人在肝硬化的發展上不會去改變 AST、APRI 及 FIB4 的表現量，他們的研

究顯示咖啡的攝取與 HBsAg 帶原者之肝硬化的發展和肝癌發展風險無明顯的

關係。在此會議有部分的臨床醫師分享的統計分析結果，也有基礎研究的學

者發表其對肝癌治療上新的可能治療的方式，此外我在壁報討論時也與一位

來自美國的醫師在肝癌發展上有相當程度的探討，該醫師分享其觀察肝癌在

發展上獨特的見解讓我收穫相當的多。 

 

 

 

 



 

三、 發表論文全文或摘要 

會議摘要:  

To Investigate the Mechanism and Function of Nucleobindin-2 in Human 
Hepatoma Cells 

Jui-Hsiang Hung*, Ren-Hao Li, Chih-Han Li, Hut-Min Chang, 
1Department of Biotechnology, Chia Nan University of Pharmacy and Science, Tainan, Taiwan 

 

Hepatocellular carcinoma is a common malignancy affecting approximately one million 

people worldwide annually. Recent studies have shown that appetite-associated nucleobindin-2 

(NUCB-2) is over-expressed in clinical tumor samples such as gastric cancer, prostate cancer, 

renal cell carcinoma, endometrial carcinoma cells, colon cancer and breast cancer. The survival 

rate of high-level expression of NUCB-2 in cancer patients was lower than cancer patients with 

low-level expression of NUCB-2. In addition, overexpression of NUCB-2 was observed in liver 

cancer by using bioinformatics analysis. The liver cancer patients with NUCB-2 overexpression 

are associated with poor prognosis. However, the effect of NUCB-2 overexpression on tumor 

cells is still unclear. In this project, we want to identify the novel role and mechanisms of 

NUCB-2 overexpression in hepatoma cells. Our preliminary results indicated NUCB-2 mRNA 

expression level was induced by ER stress as determined with RT-PCR and real-time PCR, and 

induction of NUCB-2 protein level was significantly increased by ER stress. Increased ER 

stress by pre-S2 protein was significantly enhanced NUCB-2 expression. We also observed 

that the overexpression of NUCB-2 was corrected with ER stress in human hepatocellular 

carcinoma tumor samples. Consequently, this mechanistic research may provide a molecular 

basis to develop a biomarker and novel cancer chemotherapeutic agent for high level 

expression of NUCB-2 in cancer patients. 

   

 

keyword：Endoplasmic reticulum stress; Nucleobindin-2; real-time PCR; RT-PCR; HBV large 

surface mutant protein pre-S2; Hepatocellular carcinoma; Huh-7; HepG2; MCF-7; 

Tunicamycin; Brefeldin A. 
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六、其他 

最後感謝科技部的支持讓我能有充電的機會並了解最新的研究趨勢。 
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