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台灣地區早發性乳癌之類固醇調節功能之研究 
 
摘要 
乳癌是最普遍的惡性腫瘤之一，為台灣婦女的第二大致死癌症，且近十年來，死

亡率逐年增加。有別於西方國家，台灣地區乳癌患者主要分佈在停經前婦女，而

40歲以前的早發性乳癌病患發生率遠較歐美為高。雌性素、助孕素、雄性素與
他們的受體，向來被認為與乳癌的發生與進展有密切的相關，尤其是在早發性與

晚發性兩大族群間，不同雌性素、助孕素、雄性素與他們的受體的表現也有差別。

本計畫目的為探討雌性素、助孕素、雄性素與他們的受體在台灣地區早發性乳癌

的發生與進展上的功能角色，而且將追蹤在台灣地區早發性乳癌病患中雌性素、

助孕素、雄性素的分泌特性、與他們的受體的表現特型，並測試他們作為後續治

療策略的參考因子之適當性。本計畫目前以成功建立一本土性早發型乳癌細胞株

BC-1，此細胞株具有 ERα 、ERβ 、PR、AR及 Her2/Neu，並成功建立一本土
性正常乳腺細胞 81N，雌性素會抑制此細胞株之死亡。初步以 10nM雌性素處理
BC-1，雌性素具有抑制 BC-1細胞死亡之效，未來將利用此二細胞株進行研究，
觀察雌性素、助孕素雄性素對二者細胞之生長與死亡之調節，之影響基因表現有

何不同。並以成功製備出 ERα、PR之重組蛋白預備進行免疫小鼠、兔子以生產
大量抗體作為分析臨床上之早發性乳癌檢體之 ERα、PR表現。 
 
緒言 
乳癌是最普遍的惡性腫瘤之一，為台灣婦女的第二大致死癌症，且近十年

來，死亡率逐年增加。年輕時發生的乳癌與年紀較長時發生的乳癌在病因學、臨

床特徵、與診療結果有所不同，早發性乳癌被描述為較具侵略性、預後較不良、

再發率較高、而存活率較低，且目前使用的標準病理檢測項目都不能有效地預測

早發性乳癌的預後。有別於西方國家，台灣地區乳癌患者主要分佈在停經前婦

女，而 40歲以前的早發性乳癌病患發生率遠較歐美為高，暗示台灣地區乳癌的
致癌機轉及癌症的遺傳機制有其特殊的一面，雌性素、助孕素、雄性素與他們的

受體，向來被認為與乳癌的發生與進展有密切的相關，尤其是在早發性與晚發性

兩大族群間，不同雌性素、助孕素、雄性素與他們的受體的表現也有差別。早發

性乳癌這麼惡性的疾病在本國發生率特別高，實在值得我們努力研究此一疾病的

病理，而傳統病理學檢測項目並不能有效評估該疾病之預後，是以尋找有意義的

預後參考因子也是本計畫將要努力的目標。本計畫為探討雌性素、助孕素、雄性

素與他們的受體在台灣地區早發性乳癌的發生與進展上的功能角色，而且將追蹤

在台灣地區早發性乳癌病患中雌性素、助孕素、雄性素的分泌特性、與他們的受

體的表現特型，並測試他們作為後續治療策略的參考因子之適當性；另外，也將

尋找接受雌性素、助孕素、雄性素與他們的受體調控的乳癌高危險基因，並評估

他們作為乳癌早期診斷、及預後預測之生物標幟的可行性。 
 



材料與方法 
西方墨點法（Western Blotting Assay）： 
將均質化組織或細胞懸浮液(cell lysate)加入等體積 2x sample buffer(4%  
SDS,125mM  Tris-HCl  pH6.8, 20% glycerol, 10% B-mercaptoethanol, 0.01% 
bromophenol blue)混合均勻，在 100OC煮五分鐘後，注入 10% SDS-PAGE明膠，
以 60伏特解析。取下明膠，以電泳將膠上已解析的蛋白轉印至 NC紙上。已染
印蛋白之 NC紙浸於含有 5%脫脂奶粉的 PBST溶液中填塞二小時，之後以 PBST
清洗三次，再與含專一性抗體之 PBST液體中浸漬二小時，再用 PBST清洗三次，
以含有 35S標幟的蛋白質 A的 PBST浸漬一小時，最後用 PBST清洗三次，烘乾
後再行自動放射顯像。 
RT-PCR 
萃取組織或細胞之 RNA作為 RT-PCR反應之模板並加入專一性引子對放入反應
混合液中(RNase free water, 5λ 10x TaqMan Buffer, 5.5mM 25mM MgCl2, 300 µM 
10mMdNTP, 0.05U/µl AmpliTaq Gold DNA Polymerase, 0.25 U/µl MultiScribe 
Reverse Transcriptase, 0.4 U/µl RNase inhibitor), 放入 ABI PRISM 5700 Sequence 
Detection System (TaqMan) real-time quantitative PCR機器中進行反應，溫度為第
一步 50OC，2分鐘活化 uracil N-glycosylase 將 carryover contamination去除 ，第
二步 95 OC，10分鐘將 uracil N-glycosylase去活性並活化 DNA Polymerase,，第三
步 95 OC，作用 15秒使模版 DNA變性，及 60 OC，1分鐘進行引子延展和黏合，
第三步共作四十個循環。5700 sequence detection system 將直接讀取各組 PCR產
物之產量，即反應出各特異基因之 RNA相對表現量。 
MTT呈色反應： 
將細胞分裝於 96孔盤，在 37OC、5％CO2培養箱內培養後，吸除上清液，添加

含有 100µL MTT（1mg/mL）的新鮮培養液，培養四小時後，除去所有培養液，
並於每孔加入 100 µL DMSO置放 30分鐘，並震盪培養盤使孔底藍色結晶充分溶
解，使用 ELISA reader在 550及 630 nm雙波長下讀取每孔的吸光值。 
存活率測定-Trypan blue stain： 
將細胞分裝於培養皿中，在 37OC、5％CO2培養箱內培養後，離心吸除上清液，

加入新鮮培養液將細胞混合均勻，吸取 50µL的細胞液與 50µL 0.2％的 trypan blue
溶液混合均勻後，以血球技術盤隨機取 100顆細胞，計算存活的細胞數。 
 
細胞培養： 
(1) 培養液：500ml 之 Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM)，其內添加
100 ml胎牛血清，抗生素-Penicillin G (100 units/ml)、Streptomycin (100 ug/ml)，
保存於 4℃冰箱。 
(2) 初級細胞培養：將外科手術中所割除的乳癌組織塊，截取一約 20×20×20mm
大小之組織塊，而後在無菌操作環境下，以 PBS 清洗三次，並將組織塊切割成
數個大小為 1×1×1mm，加入 5ml  DMEM並搖晃一分鐘後離心，上清液置放於



另一離心管中，添加 5 ml 新鮮 DMEM 混合組織塊，再離心，收集上清液，重
複三次，將收集的上清液離心，離心後抽除上清液，加入新鮮的 DMEM培養液，
混合細胞團塊後，將細胞液分裝至 25T培養盤中，在 37OC、5％CO2培養箱內培

養 3-4 天後，換置新的培養液，當細胞長到約七、八分滿時，以 trypsin 將之分
散，並分裝至另一新培養皿中。 
(3) Enrichment of epithelial cells：開始培養時，細胞種類有似上皮的細胞及約
10-20％纖維母細胞，利用選擇性打散及再貼附的方式純化細胞，將上皮細胞數
比例增多，以 trypsin將細胞打散，而後在 37OC作用 2.5、5及 10分鐘，在每一
時間點取上清液並添加新鮮的 trypsin，收集的上清液分裝於新的 25T培養盤中，
培養於 37OC、5％CO2培養箱。 
(4) Agar 選殖：選取較多上皮細胞的 25T培養盤，以 trypsin打散，並將細胞鋪
於直徑 50mm培養皿含有 2公分厚、20％胎牛血清、0.375％洋菜膠之培養液上，
此層培養液下還有一層 2 公分厚含有 5％洋菜膠之培養液作為基底層。細胞於
37OC培養 7天，收集細胞數達 10個以上之群落。 
(5) Dilution cloning：將細胞以 trypsin打散，分裝至 96孔盤，於 37OC過夜培養，
以光學顯微鏡確認每一孔內為單一細胞，當細胞群落長至七、八分滿時，將細胞

打散，移至 48孔盤、24孔盤、12孔盤、6孔盤培養。 
 
結果與討論 
為探討雌性素、助孕素、雄性素與其受體對台灣地區早發性乳癌的發展之影響，

本計畫自台大醫院、馬偕醫院等收集臨床之早發性乳癌檢體，將檢體進行細胞培

養，預期得到一本土性早發性乳癌細胞株，以進一步研究雌性素、雄性素對本土

性早發性乳癌細胞生長之影響。目前研究小組已由一 24歲，invasive ductal 
cacinoma患者檢體，成功建立本土性早發性乳癌細胞株，台灣地區早發性乳癌細
胞株 BC-1。於相位差顯微鏡下觀察可發現 BC-1貼附十分緊密，形狀為圓形至多
角形屬上皮樣（epithelial-like）細胞。。並以 cytokeratin19抗體進行西方墨點法
檢測其為上皮細胞。染色體觀察，BC-1之 Karotype顯示出其染色體數目異常，
其染色體數目為 Polyploid而非正常之 diploid，且出現許多染色體片段。進行 100
個 BC-1細胞之 Karotyping，BC-1細胞染色體數目多集中於 44-50個。以 RT-PCR
檢測此細胞株中雌性素、雄性素、助孕素受體表現情形，此細胞株具有 ERα 、
ERβ 、PR、AR及 Her2/Neu。觀察雌性素、雄性素對於台灣地區早發性乳癌細
胞株 BC-1生長之影響，以未含血清之培養液培養 BC-1細胞，促使細胞死亡，
以 Trypan blue染色方法計數細胞。若添加 10nM 雌性素（E2），與處理組相比，
雌性素具有抑制細胞死亡之效，若加入雌性素拮抗劑（OHT），則細胞死亡的情
形更嚴重，若 E2與 OHT共同處理則 E2可以抑制 OHT促使細胞死亡更加嚴重
之情況發生。而添加雄性素 DHEA無顯著抑制死亡之效。 
另計畫亦建立一本土性正常乳腺細胞 81N，以雌性素刺激所建立之本土性正常乳
腺細胞 81N增生。以 5種不同濃度之雌性素處理 81N細胞株，與未以雌性素處



理組相比，0.1、1、10 nM三種劑量都會刺激 81N細胞株增生為未處理組之 1.4
倍，1nM處理第三天達到最大刺激之效果，而 0.1及 10nM則在處理後第 4天達
到最大刺激量，刺激效果以 10nM處理組最佳。若以高劑量雌性素處理如 100、
1000nM則細胞增生情形較不明顯。 
為瞭解台灣地區早發性乳癌，其雌性素、助孕素、雄性素受體表現情形，需以特

異性抗體對於臨床上所獲得的檢體進行免疫組織化學染色，因此，我們利用重組

蛋白製備方式，並以重組蛋白免疫小鼠、兔子，期能獲得大量之抗雌性素受體、

雄性素受體、助孕素受體之抗體。目前已獲得純化之 ERα 、PR重組蛋白，並
以用之免疫小鼠及兔子。 
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Table 1性類固醇受體重組蛋白質之製備進度表 
 
 
 
Table 2 性類固醇受體及生長因子受體 Her2/neu於早發性乳癌細胞株 BC-1表現
之情形 

 BC-1 

ERα + 

ERβ + 

PRA + 

AR +＊ 

Her2/neu + 

＋：有表現且 RT-PCR產物已經定序確認 
＊ ：未定序 
 

Preliminary results of recombinant steroid receptor 

ERα ERβ PRA PRB AR 

Recombinant 
protein 

CDNA product
Recombinant 

protein 
Expression 

plasmid 
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Fig.1 重組雌性素α受體(ERα)蛋白質之表現。將含有ERα基因片段之表現載體轉形至大腸桿
菌，誘導ERα重組蛋白質之表現，以不同濃度梯度（4.5, 6, 8, 9M）之尿素打破細菌並包涵

體，將重組蛋白溶解純化。 ：ERα重組蛋白，P: 細菌團塊，S：上清液，M：Protein Marker
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Fig.2 PRA重組蛋白質之表現。將含有PRA基因片段之表現載體轉形至大腸桿菌，誘導PRA
重組蛋白質之表現，以不同濃度梯度（4.5, 6, 8, 9M）之尿素打破細菌並包涵體，將重組

蛋白溶解純化。 ：PRA重組蛋白。 
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Fig. 3 乳癌腫瘤細胞及正常乳腺細胞之初代細胞培養。 
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Fig. 4 台灣地區早發性乳癌細胞株 BC-1。A：於相位差顯微鏡下觀察可發現 BC-1貼附
十分緊密，形狀為圓形至多角形屬上皮樣（epithelial-like）細胞。B：以 cytokeratin 19
抗體進行西方墨點法，BC-1有 cytokeratin 19，BC-1係為上皮細胞。1：BC-1，2-4：
以已確認之細胞株作為 Postive control 分別是MCF-7、T47D、MDA-MB-435S。 
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Fig.5 BC-1細胞之染色體觀察。A：BC-1之 Karotype，顯示出 BC-1染色體數目異常，其
染色體數目為 Polyploid而非正常之 diploid，且出現許多染色體片段。B: 進行 100個 BC-1
細胞之 Karotyping，BC-1細胞染色體數目多集中於 44-50個。 
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Fig. 6雌性素刺激所建立之本土性正常乳腺細胞 81N增生。以 5種不同濃度之雌性素處理
81N細胞株，與未以雌性素處理組相比，0.1、1、10 nM三種劑量都會刺激 81N細胞株增
生為未處理組之 1.4倍，1nM處理第三天達到最大刺激之效果，而 0.1及 10nM則在處理後
第 4天達到最大刺激量，刺激效果以 10nM處理組最佳。若以高劑量雌性素處理如 100、
1000nM則細胞增生情形較不明顯。 
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Fig. 7 雌性素（E2）抑制本土性早發性乳癌細胞株 BC-1死亡。以未含血清之培養液培養 BC-1
細胞，促使細胞死亡，以 Trypan blue染色方法計數細胞。若添加 10nM E2，與為處理組相比，
雌性素具有抑制細胞死亡之效，若加入雌性素拮抗劑 OHT，則細胞死亡的情形更嚴重，若 E2
與OHT共同處理則E2可以抑制OHT促使細胞死亡更加嚴重之情況發生。而添加雄性素DHEA
無顯著抑制死亡之效。 
E2: Estrodiol雌性素；DHEA: Dehydroxyepiandrosterone雄性素；OHT: 4-OH-tamoxifen,雌
性素拮抗劑；  


