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摘要 

    肺癌是這個世界上癌症最常見死亡的原因。非小細胞肺癌是肺癌主要類型，非小細胞肺癌患者預後

不良的原因是轉移，選擇重要和確定的分子標記來標記肺癌患者，特別是侵入和轉移。為了發現新的有

關轉移基因，我們使用了CL1-0、CL1-5 細胞株和微陣列來鑑別基因表現與侵入和轉移功能的相關性在這

項研究中，我們選擇一個差異表現的基因DSC2,進一步了解功能特性DSC2 是鈣依賴的跨膜醣蛋白，是橋

粒蛋白分布最廣的形式，再上皮細胞扮演重要的作用。最近，許多報告指出，在大腸和食道癌DSC2 表現

很低，在腫瘤中可能扮演重要的作用。然而，DSC2 在肺癌的機制還不清楚。在初步結果中，我們發現

DSC2 基因表現與肺癌細胞的侵入、增生和轉移作用呈現負相關。我們認為，DSC2 抑制之後能促進肺癌

細胞侵入、增生和轉移。我們的數據表明，抑制DSC2 確實能 促進肺癌細胞侵入、增生和轉移。我們也

將探討在肺癌中DSC2 的分子機制。 
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1.前言

  

1.1 肺癌 

 

    肺癌是一種肺部組織的細胞增生失去控制為特徵的疾病。這些增生失去控制的細胞如果沒有及時治

療，將會侵入周圍的組織，甚至轉移至人體的其他部位，從肺部開始產生的癌變也稱為原發性肺癌，主

要是由上皮細胞病變所產生的肺部惡性上皮細胞腫瘤。肺癌是造成全球癌症死亡的重要原因，根據世界

衛生組織統計(http://www.who.int/en/)，每年有一百四十萬人因肺癌導致死亡。根據癌細胞在顯微鏡下的

觀察以大小和外觀在組織學上將 肺癌主要分為小細胞肺癌(small-cell lung cancer : SCLC)和非小細胞肺癌 

(non-small-cell lung cancer : NSCLC)兩種，而小細胞肺癌佔肺癌比例為 16.8%，非小細胞肺癌佔肺癌比例

為 80.4%  (Travis et al., 1995)。小細胞肺癌又稱為燕麥細胞癌，比較少見，較常出現在呼吸道（主要或分

支氣管），相較於其他類型肺癌發展較為迅速，其增生速度也比其它類型肺癌快(Collins et al., 2007)。小細

胞肺癌裡有神經內分泌顆粒，是含有神經內分激素的囊泡，使小細胞肺癌有可能引發腫瘤內分泌的併發

症(Rosti et al., 2006)。在非小細胞肺癌中又可細分為鱗狀細胞癌、肺腺癌、大細胞肺癌，因為三者在預後

的治療方式相似，故一併歸類為非小細胞肺癌。和其他癌症一樣，癌細胞的轉移是主要的致命原因，而

原發性的肺癌經常轉移到腎上腺、肝、腦和骨頭(Sugarbaker et al., 2011)。在癌症的治療上基本上還是以

手術切除、化療、放射線治療為主要治療方式，在手術切除的治療上必須考量病灶是否已發生轉移，並

且必須評估患者的肺功能是否足以承受肺葉的切除，但即使術前經過縝密的評估依然有 4.4%的死亡風險
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(Strand et al., 2007)，而化療與放射線治療也都對身體有極大負擔。根據統計，經過治療後的肺癌病患存

活五年以上者只有 10.4% 且平均存活期僅為七個月(Grivaux et al., 2011)。因此，許多實驗性治療肺癌的

方法也在發展當中。 

 

1.2 Desmosome  

    Desmosome 是細胞與細胞間的連結，連接細胞與細胞間的質膜和中間絲，在細胞膜上是由

Desmogleins 和 Desmocollins 這兩個細胞膜上的鈣黏著蛋白家族所組成，在細胞質中 Desmogleins 和

Desmocollins 的尾端透過一連串蛋白的聯結與中間絲連接，這個聯結是由 Plakoglobin、Plakophilins、

Desmoplakin 所組成，首先由 Plakoglobin 和 Desmogleins 和 Desmocollins 的尾端連接，再由 Desmoplakin

連接 Plakoglobin，Plakophilins 會在 Desmoplakin 和 Desmoplakin 的 N 端互相連接，最後由 Desmoplakin

與中間絲連接(Kottke et al., 2006)。細胞與細胞的聯結中 Desmosome 是關鍵的角色，在必須面對機械性壓

力的組織中更是至關重要，例如心肌、膀胱、胃腸道黏膜、皮膚等(Getsios et al., 2004) (Holthofer et al., 

2007)，Desmosome 第一次被觀察到是在表皮的棘皮層被發現，在 1920 年時被命名 Desmosome，有緊固

的意思(Culkins et al., 2007)。Desmogleins（Dsgs）和 Desmocollins（Dscs）是兩種橋粒鈣粘素的類型(Nollet 

et al., 2000)，在人類中，Desmocollins 有三種異構體（DSC1-3）而 Desmogleins 四種異構體（DSG1-4）(Green 

et al.,2007)，三個 Desmocollin 基因的異構體在轉錄時都會進行選擇性剪接，形成 DSC“A”和較短的

DSC“B”兩種形式的蛋白質，兩者的差別在羧基端域的長度不同(Collins et al., 1991) (Parker et al., 1991)。

Desmogleins 和 Desmocollins 在細胞外都包含四個重複的鈣粘著蛋白的區域和第五個稱為 extracellular 

anchor(EA)的區域，這些重複性鈣粘著蛋白，每一個約由 110 個胺基酸組成，這些鈣粘著蛋白是產生黏附

的主要原因(Pokutta et al., 2007)，接著是跨膜區域 transmembrane domain(TM)，在 transmembrane domain

之後是錨定在質膜的 intracellular anchor (IA) (Kowalczyk et al., 1999)，再來則是 intracellular cadherin-like 

sequence (ICS)，和 desmocollin 不同的是 Desmogleins 在 ICS 之後還有 intracellular proline-rich linker (IPL)、

repeat unit domain (RUD)、Desmoglein terminal domain (DTD)(Garrod et al., 2008)。相較於 Desmogleins，

Desmocollin 的進化和結構更接近典型的鈣粘素(例如 E-cadherin 和 N-cadherin) (Kljuic et al., 2004)。Dsg2

和 Dsc2 廣泛的表現在所有含有 Desmosome 的組織中，而其他的橋粒鈣粘素主要是在分佈在上皮細胞。

在上皮組織，共有 7 種橋粒鈣粘素。Dsg2 和 Dsg3 主要分佈在整個上皮組織下層，而 Dsg1 主要在上皮組

織上層中表現，Dsg4 主要表現在毛囊和顆粒層，在 Desmocollins 方面 Dsc2 和 Dsc3 主要表現在底層和棘

層，而 Dsc1 表現在顆粒層中。由不同的橋粒鈣粘素出現不同的分佈情形來看，不同組織內的橋粒鈣粘素

蛋白的功能想必會有明顯不同。橋粒鈣粘素在不同組織中會有組織特異性的表現情形，而確切的作用還

不理解，但組織特異性的表現情形是維持組織穩定的關鍵。Desmocollins 在表皮結構的穩定和角質細胞的

增生和分化中發揮了重要作用。在缺乏 Dsc1 的小鼠中，在表皮組織顯示細胞與細胞間的粘附因此而喪失，

在顆粒層會過度增生，毛囊變性，在傷口處角蛋白表現會增加(Chidgey et al., 2001)。同樣，在缺乏 Dsc3

的小鼠中，出現表皮脆弱和脫髮的情形(Chen et al., 2008)。 

 

1.3 Desmocollin-2 (DSC2) 基因和已知的功能與分子機制 

 

    Desmocollin 是形成細胞與細胞間附著的鈣粘著蛋白家族的成員之ㄧ，也是組成 Desmosome 的要素，

其結構與典型的鈣粘著蛋白類似(例如 E-cadherin 和 N-cadherin)。在人類中有三種 Desmocollin (Dsc1，Dsc2

和 Dsc3)，Desmocollin-2 在轉錄時經過選擇性剪接後會有兩種異構體，分別是 Desmocollin-2a 和 
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Desmocollin-2b，較長的 Desmocollin-2a 是由 901 個胺基酸所組成，較短的 Desmocollin-2b 是由 847 個胺

基酸所組成，兩者在結構上的差異是在位於細胞內 C 端的羧基有所不同，Desmocollin-2a 在 C 端的末端

是由能夠和 plakoglobin 連接的 intracellular cadherin-like sequence 所組成，Desmocollin-2b 的 C 端則無此

構造(Lorimer et al., 1994)，兩種異構體的表現情形則因不同的組織而有所差異(De Bortoli et al., 2010)。

Desmocollin 通常表現在細胞膜上，在細胞膜內經由 plakoglobin 連接中間絲，在細胞膜外的 extracellular 

anchor 則會和鄰近細胞的 Desmogleins 連結，這個機制使 Desmocollin 對必須承受械性應力的組織產生穩

定的作用，例如心臟、表皮組織(Cheng et al., 2004)。在 Desmocollin-2 knock-down 的斑馬魚模式實驗中也

已經證實 Desmocollin-2 在心臟組織中的功能與重要性(Heuser et al., 2006)。有研究指出 Desmocollin-2a 會

與 connexin43 產生連結(Gehmlich et al., 2011)，connexin43 是心室間隙的主要聯接蛋白，與心肌細胞的電

耦合有密切的關聯(Simon et al., 1998)。在許多的研究中發現某些右心室心律不整病患中的 Desmocollin-2

有突變的情形(Christensen et al., 2010)。在心臟組織中 Desmocollin-2b 的表現量遠高於 Desmocollin-2a，而

在右心室心律不整病患中發現 Desmocollin 的突變點 p.A897KfsX4 、p.A897fsX900 (Syrris et al., 2006)，

這些突變的位置在羧基的末端，較短的 Desmocollin-2b 並不包含這些區域，所以這些突變只會影響到

Desmocollin-2a，這也使 Desmocollin 在右心室心律不整中的關鍵性目前仍有所爭議(De Bortoli et al., 

2010)。 

 

1.4 Desmocollin-2 (DSC2) 與癌症之間的研究 

 

    在 1998 年時，在口腔癌中的研究發現 Desmocollin 的表現量與口腔癌的轉移呈現負相關的情形

(Shinohara et al., 1998)。另外在成纖維母細胞中大量表現 Desmocollin-1 時，導致成纖維母細胞出現聚集

的現象，同時也降低成纖維母細胞的侵入基質的能力，因此 Desmocollin 被認為是扮演抑制轉移和侵入的

角色(Tselepis et al., 1998)。但 Desmocollin 減低的現象並不會出現在所有的癌症中，例如在更早之前在結

腸癌的分化與轉移研究中找不出與 Desmocollin 減低的關連性(Collins et al., 1990)。在之後的研究中進一

步的對 Desmocollin 的異構體做進一步的探討，後來發現 Desmocollin 的異構體在腫瘤中的表現情形並不

一致，例如在食道癌中 Desmocollin-2 和 Desmocollin-3 的表現量會下降，但是 Desmocollin-1 反而是增加

的，當時不確定 Desmocollin-1 是否扮演促使腫瘤形成的角色，或者 Desmocollin-1 只是腫瘤形成時的副

產物，有可能是 Desmocollin-2 和 Desmocollin-3 的減少導致 Desmocollin-1 增加(Chidgey et al.,2002)。在

結腸癌中的檢體分析研究中指出 Desmocollin-1 和 Desmocollin-3 會在腫瘤組織表現，而 Desmocollin-2 則

在正的常組織表現，在腫瘤組織中受到抑制(Khan et al., 2006)。進一步研究發現在 Desmocollin-2 的 5′端

有兩個 CDX 轉錄因子的結合點，証實 Desmocollin-2 的表現會受到 CDX1、CDX2 兩個轉錄因子的調控，

CDX1、CDX2 同時是調控腸道上皮細胞增生、凋亡、細胞附著性以及分化的轉錄因子，因此 Desmocollin-2

被推測可能是扮演抑制 EMT 的角色(Funakoshi et al.,2008)。 

 

2.研究動機 

 

    肺癌的轉移是導致病患死亡的主因，而肺癌的治療上又缺乏診斷轉移的生物指標，因此肺癌的轉移

一直都是大家努力研究的目標，本研究希望透過微陣列技術來分析肺癌轉移的模式細胞株，針對肺癌的

轉移找出容易應用在診斷上的生物指標。Desmocollin-2 從組織學上被發現後，對其在細胞膜上的結構已

經有一定程度的了解，但是在分子機制的探討上則只有在 Desmocollin-2 的缺失導致心臟發育異常上有較
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多的研究，至於在癌症方面的研究卻相當缺乏，從目前已經被發表的研究來看，大多數提及 Desmocollin-2

的癌症研究中都只有觀察到 Desmocollin-2 似乎與腫瘤的惡化呈現負相關的關係如:食道癌、胃癌等，但都

沒有針對 Desmocollin-2 在癌症中的分子機制詳加探討，目前只有在結腸癌中有針對 Desmocollin-2 進行

分子機制的研究，但為數也不多的，Desmocollin-2 在癌症中所扮演的角色與分子機制依然有許多尚未明

瞭的地方，Desmocollin-2 在肺癌上更是缺乏相關的研究，因此我們認為這是一個相當具有研究價值的題

目。 

 

3.結果 
 

3.1 藉由即時定量 PCR 的方式分析 CL1-5 以及 CL1-0 肺癌細胞中的基因表現情形 

 

為了驗證 microarray 的結果，因此使用即時定量 PCR 的方式分析 CL1-5 以及 CL1-0 肺癌細胞中的基

因表現情形，我們選擇了 CDC42 effector protein 3 (CDC42EP3)、Forkhead box A2 (FOXA2)、

Platelet/endothelial cell adhesion molecule (PECM1)、DnaJ (Hsp40) homolog (DNAJB6)、Desmocollin2 

(DSC2)、BCL6 corepressor (BCOR6)等六個基因做檢測(圖 1)，CDC42EP3 在 CL1-5 細胞中的表現量是在

CL1-0 細胞中的 5 倍(圖 1A)，FOXA2 在 CL1-5 細胞中的表現量是在 CL1-0 細胞中的 13 倍(圖 1B)，PECM1

在 CL1-5 細胞中的表現量是在 CL1-0 細胞中的 1540 倍(圖 1C)，DNAJB6 在 CL1-5 細胞中的表現量是在

CL1-0 細胞中的 15 倍(圖 1D)，DSC2 在 CL1-5 細胞中的表現量是在 CL1-0 細胞中的 0.25 倍(圖 1E)，DSC2

在 CL1-5 細胞中的表現量是在 CL1-0 細胞中的 0.3 倍(圖 1F)，由即時定量 PCR 的結果可以確定 microarray

的趨勢是正確的。 

 

3.2 以及時定量 PCR 的方式分析 Desmocollin-2-ab 在侵入能力不同的細胞株中 mRNA 表現量的差異 

 

將不同的肺癌細胞株以即時定量PCR的分析，從分析的結果Desmocollin-2-ab在較惡性CL1-5和A549

細胞株的中表現量都呈現較少的趨勢，相較於 CL1-0 細胞 Desmocollin-2-ab 在 CL1-5 和 A549 細胞株的中

表現量只有 10 分之 1(圖 2)。 

 

3.3以即時定量PCR的方式分析 shDSC2 的抑制效果 

 

將抑制Desmocollin-2 表現的shDSC2-497、shDSC2-499 、shDSC2-500 載體 Transient transfection至高

度表現 Desmocollin-2 的 CL1-0 細胞中， pGIPZ為 shRNA的空載體。以即時定量PCR的方式分

析 shDSC2-497、shDSC2-499 、shDSC2-500 在CL1-0 細胞中的抑制效果。從 即時定量PCR的結果證

明 shDSC2-497、 shDSC2-499 、 shDSC2-500 載體能夠有效抑制Desmocollin-2 的mRNA表現量。

shDSC2-497、shDSC2-499、shDSC2-500 載體分別將CL1-0 細胞中的Desmocollin-2 抑制了 76%、72%、80%

的表現量(圖 3)。 

 

3.4 以即時定量 PCR 的方式檢測轉染 shDSC2 的 CL1-0 細胞株 
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將帶有 shDSC2 的載體轉染至 CL1-0 細胞後，以 puromycin 篩選出穩定表現 shDSC2 片段的細胞株，

並以即時定量 PCR的方式檢測其Desmocollin-2基因的mRNA表現量，最後篩選出穩定抑制Desmocollin-2

基因的細胞株(圖 4)。相較於轉染 pGIPZ的CL1-0細胞 shDSC2-497-3細胞株中Desmocollin-2基因的mRNA

表現量只有 38%、相較於轉染 pGIPZ 的 CL1-0 細胞 shDSC2-497-4 中 Desmocollin-2 基因的 mRNA 表現量

只有 31%、相較於轉染 pGIPZ 的 CL1-0 細胞 shDSC2-500-6 Desmocollin-2 基因的 mRNA 表現量只有 55%。 

 

3.5 以西方墨點法分析穩定抑制 Desmocollin-2 基因 mRNA 的細胞株 

 

將穩定抑制 Desmocollin-2 基因 mRNA 的細胞株，用西方墨點法分析這些細胞株中的 Desmocollin-2

蛋白質表現情形(圖 5)。從西方墨點法分析結果證明穩定抑制 Desmocollin-2 基因 mRNA 的細胞株其

Desmocollin-2 基因的蛋白表現量也受到有效抑制。shDSC2-497-3、shDSC2-497-4、shDSC2-500-6 細胞株

中 Desmocollin-2 蛋白質表現量都明顯低於控制組 pGIPZ-1、pGIPZ-6 的 Desmocollin-2 蛋白質表現量。 

 

3.6 以 transwell migration 分析穩定抑制 Desmocollin-2 基因的 CL1-0 細胞株 

 

以轉染 pGIPZ 空載體的 CL1-0 細胞 pGIPZ-1、pGIPZ-6 做為控制組進行 transwell migration assay，分

析穩定抑制 Desmocollin-2 基因的 CL1-0 細胞株 shDSC2-497-3、shDSC2-497-4，穩定抑制 Desmocollin-2

基因的 CL1-0 細胞株其 migration 能力明顯較高(圖 6 (A))。相較於轉染 pGIPZ 空載體的 CL1-0 細胞

pGIPZ-1、pGIPZ-6，穩定抑制 Desmocollin-2 基因的 CL1-0 細胞株 shDSC2-497-3、shDSC2-497-4 穿過

transwell migration 的細胞數多了 2.5 倍(圖 6 (B))。 

 

3.7 以 colonyformation assay 分析穩定抑制 Desmocollin-2 基因的 CL1-0 細胞株其細胞群落形成的能力 

 

將穩定抑制Desmocollin-2 基因的CL1-0 細胞株shDSC2-497-3、shDSC2-497-4 以colonyformation assay

分析其細胞群落形成的能力(圖 7 (A))。與 Transient transfection shDSC2 的 分析結果呈現一致的趨勢。相

較於轉染pGIPZ空載體的CL1-0 細胞pGIPZ-1、pGIPZ-6，穩定抑制Desmocollin-2 基因的CL1-0 細胞株

shDSC2-497-3、shDSC2-497-4 形成colonies的數量多了 2.3 倍(圖 7 (B))。 

 

3.8 以 MTT assay 分析穩定抑制 Desmocollin-2 基因的 CL1-0 細胞株增生的速度 

 

將穩定抑制Desmocollin-2 基因的CL1-0細胞株進行MTT assay去分析其增生的速度(圖 8)。可以從MTT

的結果證明當CL1-0 肺癌細胞中的Desmocollin-2 被抑制時會促進CL1-0 肺癌細胞的增生。以同樣 3000 顆

的細胞生長 4 天後穩定抑制Desmocollin-2 基因的CL1-0 細胞株shDSC2-497-3、shDSC2-497-4 增生速度與

控制組的 pGIPZ-1、pGIPZ-6的CL1-0 細胞增加了一 1 倍。 

 

 

 

 

4.討論 
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    癌症是一種在基因表現上具有高度變化的疾病，因此在癌症的研究上就必須對癌症中多樣且複雜的

基因表現情形去做深入的研究與探討，microarray 在分子研究上是一個十分強大的工具，是其他傳統分析

方式所無法比較的，這個技術讓癌症的研究可以同時檢查大量的基因表現情形(Russo et al., 2003)，在過

去多年的研究中 microarray 已經成功的應用在癌症的研究中(Velculescu et al., 1995)，microarray 的重要性

在於容易使用不再需要做大規模定序，並且能夠對單一樣進行大量基因的檢測，而基因的表現圖譜是癌

症研究中被廣泛使用的方式，雖然並非所有癌症基因表現情形都是透過轉錄來呈現，但是 microarray 幾

乎是對於找出癌症分子中最全面的方法，它清楚的顯示了細胞的生理狀態，這個十分有效的方法已經成

功的應用在許多的癌症研究中，包括乳癌、頭頸癌、肝癌、肺癌、卵巢癌、胰腺癌、前列腺癌和胃癌

(Bhattacharjee et al., 2001) (Dhanasekaran et al., 2001) (Garber et al.,2001) (Tonin et al., 20016) (Al Moustafa 

et al., 2002) (Belbin et al., 2002) (Chen et al.,2002) (Han et al., 2002) (Hedenfalk et al., 2002) (Hippo et al.,, 

2002) (Luo et al., 2002)。 

肺癌的轉移一直是治療上最棘手的症狀，也是肺癌導致死亡最大的原因，因此我們利用 CL1-0 和

CL1-5 這兩個細胞株進行 microarray 分析，這兩個肺癌細胞株是從 CL1 肺癌細胞株所分離出來的，其分

離的方式是透過 transwell invasion chamber 來區別不同轉移能力的細胞，經過多次重覆的篩選後根據轉移

能力從弱到強由 CL1 細胞分離出 CL1-0、CL1-1 至 CL1-5 細胞株，藉由 microarray 的分析找出 CL1-0 和

CL1-5 這兩個細胞株中表現具有差異的基因，然後再從這些表現有差異的基因中從基因功能以及前人的

研究中推測可能影響細胞轉移的基因，而癌細胞的轉移與細胞附著之間有極大的關係，目前的研究普遍

認為細胞間附著力較弱的細胞其轉移的能力也相對較高，從 microarray 分析的結果來看我們發現

Desmocollin-2 基因相較於在 CL1-0 細胞中的表現量，在 CL1-5 中表現量明顯的較低，而 Desmocollin-2

基因在細胞間的附著中扮演著關鍵的角色(Getsios et al., 2004)，Desmocollin-2 是一個跨膜蛋白，在細胞內

部透過數個蛋白的連結最後會與細胞內的中間絲做連結(Kottke et al., 2006)，在細胞外部則是會與鄰近細

胞的 Desmoglein 相連結形成細胞間的附著力，而 Desmocollin-2 在具有較高轉移能力的 CL1-5 細胞中表

現量明顯較低於 CL1-0 細胞株，這讓人直覺聯想到可能是 CL1-5 中因為 Desmocollin-2 的低表現量導致

CL1-5 細胞間的附著力下降，最後促進了 CL1-5 細胞的轉移能力，因此從 microarray 的結果來看，我們

認為 Desmocollin-2 具有研究的價值。在即時定量 PCR 的分析中也證明了在高轉移能力的肺癌細胞株

CL1-5 和 A549 中 Desmocollin-2 的 mRNA 以及表現量都呈現較低的趨勢，從這個結果暗示 Desmocollin-2

的表現量與細胞株的轉移能力之間的關聯性假設是成立的。另外從前人的研究中得知 Desmocollin-2 有兩

種異構體分別為 Desmocollin-2a 和 Desmocollin-2b (Lorimer et al., 1994)，為了進一步釐清在高度轉移能力

的細胞中 Desmocollin-2 基因表現量的下降與這這兩種 Desmocollin-2 的兩種異構體之間的關係，所以將

Desmocollin-2a 和 Desmocollin-2b 獨立出來進行即時定量 PCR 的分析，分析的結果顯示在高度轉移能力

的細胞中 Desmocollin-2 基因表現量的下降並不是由 Desmocollin-2 的單一種異構體得表現量下降所造

成，比較分析的結果後我們認為在高度轉移能力的細胞中 Desmocollin-2 基因表現量的下降與

Desmocollin-2 的兩種異構體之間並沒有獨立關係，最後在西方墨點法的分析中也明顯的證明在高度轉移

能力的細胞中 Desmocollin-2 的蛋白質表現量都低於轉移能力較低的細胞株，這個結果證明 Desmocollin-2

的表現與肺癌細胞的轉移能力呈現負相關的情形，而這個結果與結腸癌檢體中的分析結果相似，在結腸

檢體中的分析顯示在惡性腫瘤組織中的 Desmocollin-2 表現量都明顯較低(Khan et al., 2006)，這表示假設

Desmocollin-2 在肺癌細胞中所扮演的角色與結腸癌相似的話，有可能影響肺癌細胞的增生與肺癌細胞的

惡化。在確定了 Desmocollin-2 在高度轉移能力的細胞中具有低表現量的特性後我們為了進一步探討
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Desmocollin-2 基因在肺癌細胞中所扮演的角色，我們假設將高度表現 Desmocollin-2 基因的 CL1-0 細胞株

中以 shRNA 的方式將內源性的 Desmocollin-2 抑制掉後，預期此舉將會促進 CL1-0 細胞株的轉移能力，

首先將帶有抑制 Desmocollin-2 基因的 shRNA 載體 shDSC2-497、shDSC2-499、shDSC2-500 轉染至 CL1-0

細胞株中，以即時定量 PCR 的方式分析短暫性轉染 shDSC2-497、shDSC2-499、shDSC2-500 的 CL1-0 細

胞，從即時定量 PCR 的分析結果 shDSC2-497、shDSC2-499、shDSC2-500 這三個載體都能有效抑制 CL1-0

細胞中的 Desmocollin-2 基因的 mRNA 表現量，之後將短暫性轉染 shDSC2 的 CL1-0 細胞以 wound healing 

assay 來分析其 migration 的能力，分析的結果顯示當 CL1-0 細胞中 Desmocollin-2 基因的 mRNA 被抑制時

會促進CL1-0的migration能力，從colonyformation assay中的分析結果來看，當CL1-0細胞中Desmocollin-2

基因的 mRNA 被抑制時也會促進 CL1-0 細胞株 colony 形成的能力，這些結果與我們當初預期相符，由此

能進一步的證明 Desmocollin-2 基因與細胞轉移能力的關係，另外也對短暫性轉染 shDSC2 的 CL1-0 細胞

進行了 MTT 的細胞增生速率分析，分析的結果顯示 Desmocollin-2 基因被抑制時會促進細胞的增生速率，

從短暫性轉染 shDSC2 的 CL1-0 細胞中所分析得到的初步結果都一再說明 Desmocollin-2 基因在 CL1-0 細

胞中扮演著抑癌基因的角色。進一步將轉染了 shDSC2-497、shDSC2-499、shDSC2-500 的 CL1-0 細胞以

puromycin 進行篩選，最後篩選出穩定表現 shDSC2 的單一細胞株，在以即時定量 PCR 的方式篩檢出穩定

抑制 Desmocollin-2 基因 mRNA 的細胞株，最後再以西方墨點法，檢測這些細胞株中 Desmocollin-2 的蛋

白表現量，最後篩選出了穩定抑制 Desmocollin-2 的 CL1-0 細胞株 shDSC2-497-3、shDSC2-497-4、

shDSC2-500-6，將這些細胞株以 transwell migration 分析這些細胞株 migration 的能力，從分析的結果證明

高度表現 Desmocollin-2 基因的 CL1-0 細胞中當 Desmocollin-2 被抑制時會促進細胞 migration 的能力，而

colonyformation assay 的分析結果與短暫性轉染 shDSC2 的 CL1-0 細胞的分析結果一致，當 CL1-0 細胞

Desmocollin-2 被抑制時促進了 CL1-0 細胞株形成 colony 的能力，這充分說明了 Desmocollin-2 基因在細

胞中扮演抑制轉移的角色，最後在 MTT 與細胞增生的分析中也與短暫性轉染 shDSC2 的 CL1-0 細胞的分

析結果相符，證明 Desmocollin-2 在細胞中除了扮演抑制轉移的角色之外，也參與細胞增生的調控。 

在細胞增生的分析中我們發現穩定抑制Desmocollin-2 的CL1-0 細胞株中在生長的過程中，其細胞生

長形態異於控制組的CL1-0 細胞，穩定抑制Desmocollin-2 的CL1-0 細胞株其生長形態較為鬆散，而控制

組的CL1-0 細胞則較為集中，這個現象極可能是EMT的結果，從抑制Desmocollin-2 的表現後導致細胞轉

移能力的提昇，並改變了細胞的生長形態，在過去的研究報告提到在結腸癌中Desmocollin-2 會受到CDX1

與CDX2 這兩個轉錄因子的調控，可能因此進而促進結腸癌的EMT，這些證據都讓人聯想到Desmocollin-2

的被抑制而導致細胞發生EMT的現象(Funakoshi et al., 2008)，我們認為這會是針對Desmocollin-2 缺失後

造成細胞轉移的一個研究方向，另外在前人的研究中提到在惡性的直腸癌中除了Desmocollin-2 也呈現較

低的表現量之外(Khan et al.,2006)，EGFR的表現量也相對較高，這或許可能是Desmocollin-2 缺失後導致

細胞增生速率增加的原因，而導致EGFR表現量增加的機制與路徑目前還完全不知道，這必須進行更多的

試驗再進一步確認，再最近的研究中指出在結腸癌中Desmocollin-2 的缺失會促進 β-catenin的活性進而活

化Akt的路徑 (Kolegraff et al.,2011)，但是這些現象在肺癌中都尚未被研究證實，但是從目前本研究的結果

來看Desmocollin-2 在肺癌中所扮演的角色似乎與結腸癌中相似，都是扮演一個腫瘤抑制基因的角色。 
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圖 1. 藉由即時定量 PCR 的方式分析 CL1-5 以及 CL1-0 肺癌細胞中的基因表現情形。DSC2 在 CL1-5 細

胞中的表現量是在 CL1-0 細胞中的 0.3 倍(圖 2F)，由即時定量 PCR 的結果可以確定 microarray 的趨

勢是正確的。 
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圖 2. 以及時定量 PCR 的方式分析 Desmocollin-2-ab 在侵入能力不同的細胞株中 mRNA 表現量的差異。

相較於 CL1-0 細胞 Desmocollin-2-ab 在 CL1-5 和 A549 細胞株的中表現量只有 10 分之 1。 
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圖 3. 以即時定量PCR的方式分析shDSC2 的抑制效果 。shDSC2-497、shDSC2-499、shDSC2-500 載體分

別將CL1-0 細胞中的Desmocollin-2 抑制了 76%、72%、80%的表現量。 
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圖 4. 以即時定量 PCR 的方式檢測轉染 shDSC2 的 CL1-0 細胞株。相較於轉染 pGIPZ 的 CL1-0 細胞

shDSC2-497-3、shDSC2-497-4、shDSC2-500-6 Desmocollin-2 基因的 mRNA 表現量只有 38%、31%、

55%。 

 
 

圖 5. 以西方墨點法分析穩定抑制 Desmocollin-2 基因 mRNA 的細胞株。shDSC2-497-3、shDSC2-497-4、

shDSC2-500-6 細胞株中 Desmocollin-2 蛋白質表現量都明顯低於控制組 pGIPZ-1、pGIPZ-6 的

Desmocollin-2 蛋白質表現量。 
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圖 6. 以 transwell migration 分析穩定抑制 Desmocollin-2 基因的 CL1-0 細胞株。 
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圖 7. 以 colonyformation assay 分析穩定抑制 Desmocollin-2 基因的 CL1-0 細胞株其細胞群落形成的能力。

穩定抑制 Desmocollin-2 基因的 CL1-0 細胞株 shDSC2-497-3、shDSC2-497-4 形成 colonies 的數量多

了 2.3 倍。 
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圖 8. 以MTT assay分析穩定抑制Desmocollin-2 基因的CL1-0 細胞株增生的速度。穩定抑制Desmocollin-2

基因的CL1-0細胞株shDSC2-497-3、shDSC2-497-4增生速度與控制組的 pGIPZ-1、pGIPZ-6的CL1-0

細胞增加了 1 倍。 
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