
65紫檀 逆轉 Sorafenib 阻抗Nutr Sci J, 2024, Vol. 48, No. 2, pp.65~74
DOI: 10.6691/NSJ.202403_48(2).0003

前 言

根據國際癌症研究機構（International Agency

for Research on Cancer）的統計，2022年肝癌為全

世界罹患率第六高的癌症，死亡率為第三高（1）。原

發性肝癌中，以肝細胞癌（hepatocellular carcinoma,

HCC）最常見，約佔 80%。肝細胞癌主要危險因子

包括慢性B型及C型肝炎感染、黃麴毒素、酒精攝

取及非酒精性肝疾病（2, 3）。即便肝癌罹病率及死亡

率在近年皆有明顯改善，末期肝癌患者的五年存活

率仍然極低（4）。

蕾莎瓦（Sorafenib®）為多種受體酪胺酸激

（包含VEGFR1/2/3、PDGFR 、cKit及RET）及其

下游RAF激的抑制劑，藉此抑制腫瘤生長、血管

新生及轉移（5）。在末期肝癌患者中，Sorafenib相較
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於控制組可減少 30%死亡率及延長 2～3個月壽命
（6, 7）。根據美國國家癌症資訊網（National Compre-

hensive Cancer Network; https://www.nccn.org/）指引
（8），Sorafenib 為肝癌患者系統性治療（systemic

therapy）的第一線藥物之一。然而腫瘤細胞隨著療

程進展，可能適應該壓力或篩選出較惡性的細胞，

產生續發性藥物阻抗（acquired drug resistance）。

陳氏等人（9）發現對 Sorafenib 產生續發性阻抗的肝

癌細胞，具有過度活化的PI3K-Akt路徑及細胞凋亡

功能不全。細胞自噬為一物種高度保留且受調控以

維持細胞恆定的機制，可提供細胞所需的能量以及

移除過量或受損胞器與摺疊錯誤蛋白質及病原（10）。

在生理狀態下基礎細胞自噬維持細胞恆定，在壓力

下細胞自噬會更加活躍（10）。Zai 等人（11）發現 Sor-

afenib阻抗的肝癌細胞具有Akt過度活化且抑制Akt

可恢復其對Sorafenib的敏感度及促進細胞凋亡和細

胞自噬。

紫檀（Pterostilbene, PS）富含於葡萄、花生

和莓果。PS可透過增加促凋亡蛋白表現（如BAX、

BAD和BID）及降低抗凋亡蛋白表現（如BCL-2）

以誘導多種部位腫瘤細胞產生凋亡，包含乳癌（12）、

膀胱癌（13）、肺癌（14）、胰臟癌（15）及胃癌（16）。其

生長抑制亦伴隨調降 p-Akt（13, 17, 18）及 G0/G1細胞週

期停滯（13, 15, 16, 19）。PS 也可透過抑制 PI3K-Akt-

mTOR和活化ERK路徑（13）促進癌症細胞進行細胞

自噬。

生物資料庫是從科學實驗、已發表的文獻、高

通量實驗技術與計算分析中收集而成的數據庫。這

些資料提供的數據包括基因序列、蛋白質結構、生

物途徑、蛋白質-蛋白質相互作用、疾病相關訊息

等。相較於假說導向（hypothesis-driven），使用資

料導向（data-driven）之實驗設計可以無偏差檢視

生物系統中產生之變異，從中可以發現癌細胞產生

抗藥性的原因及探勘藥物未知的作用標的。本篇

研究利用轉錄體分析對Sorafenib阻抗之肝癌細胞株

顯著改變之生物途徑，再藉由 Connectivity Map

（CMap）分析預測 PS之作用機轉。

材料與方法

一、細胞培養

人類肝癌細胞珠 Huh7及 Sorafenib 阻抗 Huh7

（Huh7R）由林宗哲博士（國立台灣大學醫學院附

設醫院癌醫中心分院）提供。Huh7R源自長時間培

養於Sorafenib的Huh7細胞（9）。完全培養液為添加

去補體胎牛血清（10%, GIBCO BRL, Gaithersburg,

MD, USA）、鏈黴素（100 mg/L, Sigma, St. Louis,

MO, USA）及盤尼西林 G鈉鹽（118 mg/L, Sigma）

的 Dulbecco’s modified Eagle medium（GIBCO

BRL）。Huh7R的培養液額外添加 Sorafenib（6 M,

Bayer AG, Leverkusen, Germany）。細胞皆培養於

37°C及 5% CO2的加濕培養箱。

二、Sulforhodamine B（SRB）assay

SRB 在微酸性環境透過 sulfonic 基團與培養皿

中的細胞內蛋白質結合，並藉由鹼性溶劑溶解（20）。

因 SRB 與蛋白質的結合呈化學計量關係（stoichi-

ometric），溶解出的SRB愈多，表示培養皿中細胞

質量（cell mass）愈多（20）。細胞經過一次磷酸鹽緩

衝液（phosphate buffer saline, pH 7.4）清洗後，在

4°C 透過 10%三氯醋酸（trichloroacetic acid, Sig-

ma）固定於盤底 1小時。固定的細胞在超純水清洗

及室溫晾乾後，在室溫培養於 0.1%（w/v）SRB 溶

液（Sigma）1小時。染色完的細胞在 1%醋酸（Ac-

etic acid, J. T. Baker, Center Valley, PA, USA）清洗及

室溫晾乾後，在室溫培養於 20 mM Tris緩衝液（pH

10, Applichem, Boca Raton, FL, USA）將SRB溶解。

溶解出的SRB可透過分光光度機（Synergy HT, Bio-

Tek, Winooski, VT, USA）讀取在波長 540 nm的吸

光值（optical density, O.D.）。細胞生長計算公式：

生長（%控制組）=（O.D.藥物組/O.D.控制組）

×100%

三、藥物加乘效應計算

PS 合併 Sorafenib 對於細胞生長抑制的加乘效

應以q-value（21）檢視。q =
Eab

Ea + Eb 1 Ea
，Eab、

Ea 和 Eb 分別代表合併藥物、a 藥物單獨以及 b 藥

物單獨的生長抑制率。若q < 0.85，屬於拮抗效應；

0.85≦q≦1.15，屬於累加效應（additive effect）；

q > 1.15屬於加乘效應（21）。

四、酸性囊泡（acidic vacuoles）染色

Acridine orange 會聚集於細胞內的各種酸性囊

泡（如自噬溶體），累積於囊泡內的濃度增加使
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其發散光由綠轉紅（22）。因此可透過 acridine orange

測量細胞自噬活性。藥物處理後的細胞在室溫避光

培養於 acridine orange溶液（150 ng/mL, Sigma）15

分鐘，接著透過流式細胞儀（LSRFortessa, Becton

Dickson, Lexington, KY, USA）收集紅色螢光訊號。

五、西方墨點法

全細胞蛋白質溶解於添加蛋白抑制劑（0.4%,

Sigma）及磷酸抑制劑（1%, Sigma）的哺乳類蛋

白質萃取劑（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

MA, USA）。加熱變性後的等量蛋白質以聚丙烯胺

膠體電泳分離並轉漬於聚偏二氟乙烯膜（pol-

yvinylidene difluoride membrane, PVDF; Perkin El-

mer, Santa Clara, CA, USA）上。PVDF以 5%脫脂奶

阻斷（blocking）後，加入一級抗體培養於 4°C 16

小時。清洗後的PVDF在室溫培養於帶有HRP的二

級抗體（Merck KGaA, Darmstadt, Germany）。最終

PVDF培養於ECL substrates（Millipore Corp., Biller-

ica, MA, USA），蛋白質的化學冷光訊號由膠體顯

像儀（Universal hood II, Bio-Rad Laboratories, Her-

cules, CA, USA）捕捉。蛋白質訊號以 ImageJ軟體

量化。一級抗體包含 anti-Akt、anti-SQSTM1/p62、

anti-LC3與 anti-c-PARP（Cell Signaling Technology,

Danvers, MA, USA）及 anti- -actin（Sigma）。

六、微陣列及生物途徑分析

Huh7及 Huh7R 細胞的微陣列資料（23）自 Gene

Expression Omnibus（GEO）資料庫（GSE94550）

取得，並透過 GEO2R採用 Linear Models for Micro-

array Analysis 進行 differentially expressed genes

（DEGs）分析（24）。將 DEGs （false discovery rate

< 0.01, absolute log2 fold change > 0.25）上傳至

DAVID 資料庫（25）分析受到改變的 KEGG 生物途

徑。

七、CMap

透過 CLUE（https://clue.io/）的 Touchstone 功

能搜尋「Pterostilbene」，下載與其轉錄體圖譜相似

或不相似的干擾物資料。綜合connectivity score > 85

的基因擾動（包含 knockdown和 overexpress）被定

義為作用與Pterostilbene相似，為Pterostilbene的潛

在作用標的。將潛在作用標的上傳至 DAVID 資料

庫（25）分析 Pterostilbene參與的 Kyoto Encyclopedia

of Genes and Genomes（KEGG）生物途徑。

八、統計

以 SPSS（v.23）進行統計分析。數值以平均

值±標準誤呈現。Student's t-test或 one-way ANOVA

經 Duncan’s multiple range test 事後檢定所得之 p-

value < 0.05視為顯著差異。圖表以GraphPad PRISM

（v.8）或 Excel製作。

結果與討論

一、肝癌細胞的 Sorafenib阻抗與細胞週期、

DNA修復和細胞自噬有關

為全面瞭解肝癌細胞在產生Sorafenib阻抗後影

響的生物途徑，本研究自GEO搜尋轉錄體資料（圖

一, A）。GSE94550採用 Affymetrix GeneChip Hu-

man Transcriptome Array 2.0 platform分析 Huh7及

Huh7R細胞的轉錄體（23）。使用DAVID資料庫分析

DEGs 所參與的生物途徑，發現 Huh7R 在細胞週

期、DNA修復相關途徑（如mismatch repair和 base

excision repair）及細胞自噬有顯著改變（圖一,

B）。細胞自噬相關基因包含mTOR及 PI3K-Akt路

徑基因，顯示 PI3K-Akt-mTOR途徑可能參與 Soraf-

enib 阻抗所調控的細胞自噬。細胞實驗結果顯示，

在 Sorafenib處理 48小時，Huh7R有較多的 Akt活

化及較少的 cleaved PARP（細胞凋亡的指標；圖二,

A）。此外，Huh7R在Sorafenib處理後LC3-II沒有

明顯變化，但有較多的 p62累積（圖二, B）及較少

的酸性囊泡（圖二, C），顯示其 autophagic flux活

性較 Huh7差。

在轉錄體分析中也發現脂肪代謝相關基因在

Sorafenib阻抗之Huh7R細胞顯著增加，雖然這些基

因與Sorafenib抗藥性尚無直接相關的文獻，但有研

究發現脂肪酸合成（fatty acid synthase, FASN）和

其他脂肪生成在 Sorafenib 阻抗的 Huh7R 細胞表

現量增加，並且利用脂肪酸合成抑制劑－奧利司

他（orlistat）與Sorafenib聯合使用於Huh7R細胞，

可抑制硬脂醯輔A去飽和（Stearoyl-CoA desat-

urase）及脂肪酸合成以克服Huh7R細胞的抗藥性
（26）。奧利司他藥物可調控Huh7R細胞的磷酸化Akt

表現量，因此可能與 PI3K-Akt 路徑有關。PS 經由

調控PI3K-Akt和細胞自噬路徑改善抗藥性問題，其
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圖一 轉錄體分析 Huh7對 Sorafenib阻抗的機制
Figure 1. The mechanisms of Sorafenib-resistance in Huh7 cells identified by transcriptomics analysis. (A) Differentially expressed genes (DEGs,

FDR < 0.01 and log2 fold change > | 0.25 |) in Huh7R cells (GSE94550) were retrieved from GEO, analyzed with GEO2R, and queried
for altered biological pathways via DAVID database. (B) The significantly altered pathways (FDR < 0.05).

圖二 Huh7R對 Sorafenib產生細胞凋亡和細胞自噬阻抗
Figure 2. Sorafenib-treated Huh7R cells are resistant to apoptosis and autophagy. Whole cell lysates were collected after treatment with Sorafenib

for 48 h. (A) Apoptosis- and (B) autophagy-related proteins were analyzed by Western blotting. (C) Autophagic flux was determined by
acridine orange staining and analyzed by flow cytometry.
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中機轉可能與脂肪代謝相關。

在兩篇大型第三期臨床試驗（6, 7）的成功後，

Sorafenib至今仍是肝癌治療的重要藥物之一。然而

Sorafenib 只對少部分的患者有顯著效果，對 Soraf-

enib 阻抗可分為原發性或續發性（27）。其中續發性

阻抗是指藥效隨著治療時間增加而減少，其中的原

因包含腫瘤細胞活化 PI3K-Akt、JAK-STAT或 epit-

helial-mesenchymal transition路徑（27）。我們的轉錄

體資料分析結果（圖一, B）與先前研究一致（13, 15, 16,

19, 28, 29）。先前研究亦指出抑制 Akt可以活化 Huh7R

細胞自噬和細胞凋亡（11）。因此我們希望能透過合

併可抑制 Akt和活化細胞自噬的藥物逆轉 Sorafenib

阻抗。

二、透過整合生物資料庫預測 PS的作用機轉

常見於蔬果的植化素 PS 在先前已被指出可抑

制癌細胞的 Akt活化、促進細胞自噬及抑制細胞生

長（13, 17, 18, 30）。此外 PS 對於正常人類細胞的毒性低
（28）。本研究想確認PS能否強化Huh7R對Sorafenib

的敏感度。首先利用生物資料庫瞭解 PS 的作用機

轉。以 CMap尋找與 PS有相似（connectivity score

>85）轉錄圖譜的基因擾動（圖三, A），共找到 467

個基因（包含 154個gene knockdown及 313個gene

overexpression），其可視為 PS 的潛在作用標的。

將 467個基因透過DAVID資料庫進行enrichment分

析，找到 117個生物途徑，包含已知的PI3K-Akt、

細胞週期、細胞凋亡及細胞自噬等（圖三, B），其

他預測出的生物途徑都是 PS 可能的作用機轉。其

中 PI3K-Akt、AMPK及mTOR為 PS引發的可能自

噬路徑（圖三, B）。

CMap 為一個免費且可互動（上傳及下載資

料）的資料庫，其透過人類細胞株的轉錄體相似程

圖三 以生物資料庫預測 PS作用機轉
Figure 3. Revealing mechanisms of PS by bioinformatics analysis. (A) Depiction of the functions of CLUE. The illustration was created with Bio-

Render. (B) Predicted targets of PS were searched in CLUE. Biological pathways perturbed by PS was analyzed via DAVID. Selected
pathways were shown.
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度連結各種生物狀態干擾物（perturbagens），包含

藥物、小分子化合物、基因擾動以及生理狀態（如

疾病和發育）（31）。Lamb等人（32）首先於 2006年建

立此資料庫，收錄 4 種人類癌細胞株在處理 1,309

種臨床用藥或小分子化合物後的基因轉錄表現。

Subramanian等人（31）於 2017年將資料擴充到近 2萬

種藥物及 9 個核心細胞株，納入基因擾動（knock

down或 overexpress 5075個基因），並使用新穎基

因轉錄測量方法-L1000測量 978個指標基因（land-

mark genes），產出近 50 萬筆轉錄圖譜。透過

CMap 我們可以預測臨床藥物的未知功能（老藥新

用及毒性）、小分子藥物的作用途徑，甚至是逆轉

病理狀態的潛在藥物（31）。目前 CMap 由美國國家

衛生院的 LINCS 計畫資助，使用者可透過 CLUE

(https://clue.io/)取得資料。

藉由 CMap數據庫，來自不同癌症細胞系的轉

錄體數據已被應用於推測其它癌症細胞系之分子機

制。Uva等人利用CMap發現 PI3K/Akt/mTOR抑制

劑可作為 neuroblastoma的潛力藥物（33）。Beck等人

則利用 CMap發現 HDAC為 hepatoblastoma的作用

標的（34）。藉由來自不同組織細胞的轉錄體數據，

我們獨有的基因篩選方法也已成功預測小分子化合

物於不同癌症細胞系之生理功能（35-37）。

三、PS合併 Sorafenib增加 Huh7R對 Soraf-

enib生長抑制的敏感度與抑制Akt及促進

細胞自噬有關

本研究也利用細胞實驗證實 PS 可以顯著抑制

Huh7R細胞生長，且具有劑量依賴性（圖四, A）。

PS（50 M）可以顯著增加Huh7R對Sorafenib敏感

度，且屬於加乘效應（圖四, A）。PS 單獨處理

Huh7R明顯增加 cleaved PARP，顯示其生長抑制與

促進細胞凋亡有關（圖四, B）。雖然 PS 合併 Sor-

afenib沒有明顯增加細胞凋亡（圖四, B），卻明顯

抑制Akt活化（圖四, B）及增加LC3-II和些微減少

p62累積（圖四, C），顯示 PS合併 Sorafenib抑制

Huh7R的生長可能與細胞自噬活化有關。細胞凋亡

與自噬之間會互相拮抗或促進，這與凋亡和自噬涉

及的蛋白和多功能調節分子有關，其中自噬可以藉

由活化 caspase-8而促進細胞凋亡（38）。也有研究指

圖四 PS合併 Sorafenib可以改善 Huh7R對 Sorafenib的敏感度
Figure 4. PS enhances sensitivity of Huh7R cells to Sorafenib. (A) Huh7R cells were treated with Sorafenib in the presence and absence of Ptero-

stilbene (PS) for 24 h. Cell population growth was determined by SRB assay. Data were means ± SEM. † indicates < 0.05 as compare
with the corresponding vehicle control without PS treatment. Means at each concentration of PS without a common letter differ, < 0.05.
Synergistic effect was determined by -value. The values of indicate synergism when greater than 1.15, antagonism when smaller than
0.85, and additivity when the value was between 0.85 and 1.15. Whole cell lysates were collected after treatment with Sorafenib in the
presence and absence of Pterostilbene (PS) for 48 h. (B) Apoptosis- and (C) autophagy-related proteins were analyzed by Western
blotting.
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出阻斷 CXCR4/mTOR 信號路徑可以誘導毒殺型細

胞自噬而造成細胞死亡及減緩癌細胞的轉移（39）。

本研究結果指出 PS合併 Sorafenib而活化的細胞自

噬可能為毒殺型細胞自噬。

PS 與白藜蘆醇（Resveratrol）為結構相似的二

苯乙烯（stilbene）多酚類，由於PS有兩個methoxyl

基團取代 Resveratrol 的 hrdoxyl 基團，使其生物利

用率較 Resveratrol高（40）。此外，PS 在 25-100 M

濃度作用 12 小時不影響正常人類淋巴細胞生長率
（28）。PS 在肝癌細胞株可透過細胞自噬抑制細胞生

長，而細胞自噬的發生亦可仰賴內質網壓力（end-

oplasmic reticulum stress）增加，若合併使用 eIF2a

磷酸抑制劑活化內質網壓力可增加細胞凋亡（30）。

此外，潘氏等人（28）在肝癌細胞株發現，PS 可抑制

12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate 所誘導的轉移

及侵襲能力，可能透過抑制 PI3K-Akt 和 MAPK 路

徑抑制 NF-kappaB 和 AP-1 轉錄活性，進而減少

MMP-9的蛋白質表現及活性。我們先前在膀胱癌細

胞的研究發現，PS可能透過活化MEK/ERK和Class

III PI3K以及抑制 Class I PI3K/mTOR/p70S6K調控

細胞自噬（41）。此外，PS 也會在肝癌細胞透過 ER

stress，增加 eIF2a 磷酸化，進而增加 ATF4轉錄活

性使得 LC3轉錄增加（30）。先前研究也發現口服給

予PS（每周 2次，連續給予 6周）可以藉由增加細

胞自噬和抑制增生，減少小鼠異位肝腫瘤的大小
（30）。研究利用血液生化值指出，PS（腹腔注射 250

mg/kg）合併 Sorafenib（口服 30 mg/kg）可有效減

少胃癌腫瘤大小，且對心臟、肝臟以及腎臟無明顯

毒性（42），顯示合併使用的副作用不明顯。先前的

試管實驗證實 PS會抑制 CYP2C8（CYP450家族成

員之一）活性，可能影響其他臨床藥物的代謝（43），

所以必須審慎選擇劑量。另一研究利用病理切片及

血液生化值發現，連續 6周給予口服 PS（56 mg/kg

或 112 mg/kg）不影響小鼠體重且對器官（包含肝

臟）無明顯毒性（30）。我們先前研究利用血液生化

值也發現 PS合併 Cisplatin以及Gemcitabine在小鼠

中可有效減少異位膀胱癌的大小，且無明顯肝臟毒

性（41）。有研究檢測PS的安全劑量，分別餵食小鼠

0、30、300、3000 mg/kg/day的 PS、斛皮素或是兩

者的混合物 28天，利用血液生化值發現沒有安全性

的疑慮，其中 3000 mg/kg/day的高劑量換算成人類

的劑量，約為人類多酚平均攝取量（25 mg/day）的

500倍。這些結果顯示 PS安全性（44）。

結 論

本篇研究利用轉錄體分析發現對Sorafenib阻抗

的 Huh7R細胞在 DNA複製及細胞自噬等生物途徑

發生改變，使用 CMap 預測 PS 可能調控 Sorafenib

阻抗相關途徑，包含細胞自噬、PI3K/Akt及細胞週

期，最後以細胞實驗驗證 PS合併 Sorafenib可能透

過活化細胞自噬改善 Huh7R 細胞對 Sorafenib 的敏

感度。透過本篇實驗我們得以確認利用生物資料庫

發現未知之生物現象的可行性，有助於未來發現更

多疾病之治療標的及老藥新用開發。
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整合式生物資訊分析發現紫檀可逆轉肝癌細胞對

Sorafenib 的藥物阻抗

唐漢軒1 蔡舒評1 許琦佩1 蘇品伃1 蘇純立1*

1國立臺灣師範大學生命科學專業學院營養科學碩士學位學程

摘要 肝癌是全世界主要的癌症死因之一。蕾莎瓦（Sorafenib®）為多種激抑制劑，是末期肝癌

患者第一線用藥之一。許多患者在接受Sorafenib治療一段時間後產生藥物阻抗。目前被提出的阻

抗機制包含 Akt 過度活化、上皮間質轉化（epithelial-mesenchymal transition）、細胞自噬以及抗

氧化能力增強。研究指出抑制 Akt活化可增強 Sorafenib阻抗肝癌細胞的細胞自噬和凋亡。植化素

紫檀（Pterostilbene, PS）已在多種癌細胞中被證實可透過抑制細胞週期、PI3K-Akt路徑及促進

細胞凋亡和自噬等機制抑制細胞生長及癌化。本篇研究利用對Sorafenib阻抗之肝癌細胞的轉錄體

數據分析藥物阻抗機轉，發現細胞週期、DNA修復及細胞自噬參與其中。再利用Connectivity Map

轉錄體資料庫預測 PS的作用機轉。我們也合併 PS及 Sorafenib處理 Sorafenib阻抗的 Huh7肝癌

細胞株（Huh7R），證實 PS可抑制 Akt活化、增強 Huh7R細胞自噬及改善 Huh7R對 Sorafenib生

長抑制的敏感度。這些結果證實我們特有的基因分析平台可有效且快速預測植化素之作用機制並

改善癌細胞之藥物阻抗。

關鍵字：紫檀 、Sorafenib 阻抗、肝癌

* 通訊作者：蘇純立

通訊地址：11677 台北市文山區汀州路四段 88 號

電話：02-7749-1436

傳真：02-2931-2904

電子郵件：chunlisu@ntnu.edu.tw
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