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作者簡介 

 

(左為陳柏宇，右為何家安) 

 

我叫陳柏宇，今年就讀臺中一中二年 24班數理資優班，平時對生物領域相關

知識有濃厚的興趣。自高中一年級開始在中國醫藥學院附設醫院從事癌症相關的

研究，並對鑽研調控癌症的相關機轉與蛋白質表現的運作機制十分熱衷。希望自己

的研究對醫界有所貢獻，發揮研究精神價值，並從中找尋研究對於自己的意義。 

大家好，我是何家安，目前就讀台中一中高二數理資優班，從高一我就參加很

多校內外醫學跟生物相關的活動，也開始了我在肺癌方面的研究，藉由這次機會滿

足我在醫學的好奇心。 
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摘要 

肺癌為全球死亡率最高的癌別之一。抽菸，肺癌的主要危險因子，臨床上造成抗癌藥效

不佳並導致病患的低存活率與不良預後。然而，抽菸影響肺癌的機制仍不清楚。代謝重整最近

被視為是癌症的新興特點。絲胺酸合成路徑為葡萄糖代謝的分支之一，參與生物合成材料之製

造，並和癌症的惡化有密切的關連性，但缺乏詳細的相關研究。本研究探討抽菸是否透過影響

絲胺酸合成路徑來導致肺癌生長，並測試絲胺酸合成路徑抑制劑是否能增強化療藥物吸菸相關

肺癌細胞的治療效果。我們的研究發現，抽菸和絲胺酸合成路徑在肺癌中有正相關性且與臨床

上的低存活率有關，並證實抽菸調控絲胺酸合成路徑而促進肺癌生長與化療抗性，此現象可因

合併給予絲胺酸合成路徑抑制劑而獲得緩解。此研究成果顯示抑制絲胺酸合成路徑可能成為治

療吸菸相關肺癌的新策略。 

 

Abstract 

Lung cancer is one of the highest mortality cancer types. Cigarette smoking, the main risk 

factor of lung cancer, causes the low survival rate and poor prognosis in the clinic. However, the 

underlying mechanisms of smoking-induced cancer progression of lung cancer still are not fully 

understood. The reprogramming of metabolism is deemed as the new therapeutic target for cancer. 

Serine synthesis pathway (SSP) is a branch of glucose metabolic pathway, and is used to synthesize 

biomaterial. Our research found that exposure to cigarette smoke enhanced tumor progression and 

chemoresistance through involving glucose metabolism and SSP pathway. The SSP-related gene 

expression correlated with the poor survival of lung cancer patients especially in smoker group. 

Co-targeting SSP pathway reduced the cancer growth and increased chemosensitivity of lung cancer. 

This study revealed SSP as a potential therapeutic target for lung cancer patients. 
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壹、前言 

研究動機 

吸菸是全球很重要的健康議題，自從二十世紀以來，吸菸已成為全球男性及女性肺癌主

要的危險因子[1]，香菸由超過 7000 種化學物質混合而成，在這些混合物中，超過 60 種化合

物被認為是肺泡上皮細胞的致癌物[2]，這些與香菸相關的致癌物可以結合並修飾 DNA 來造成

DNA 的損傷，或引發 ras 基因 G 到 T 的突變，進而導致肺部基因體不可逆的損害[3,4]。然而，

透過基因突變或啟動子過度甲基化，這些致癌物也會減少 DNA 修復基因 p53 的能力且導致長

期的突變[5]。在香菸暴露下的癌症發展期間，菸草煙的主要致癌成分尼古丁會促進癌症細胞

周期、增生、血管增生、和轉移[6,7]。暴露於香菸環境下不只會促使癌症發展，還會降低化療

或 EGFR TKIs 的抗癌效果，導致肺癌病患產生較差的預後與存活率[8,9]。雖然長久以來提出

過許多香菸促進的致癌作用和增生的機制，我們至今仍不清楚如葡萄糖、胺基酸、脂質的生物

合成燃料是否與抽菸有關的癌症發展有關連以提供快速生長所需的更高能量和生物材料。 

香菸會引起代謝重整來增加代謝症候群和腫瘤發展。暴露於香煙與許多疾病的發生有關，

包括心血管疾病、代謝症候群、呼吸性疾病及癌症[10]。許多證據顯示重度吸菸者的身高體重

指數（BMI）會增加，因為抽菸會增加其胰島素的耐受性及周圍脂肪的堆積，引發代謝症候群

和第二型糖尿病的形成[11]。抽菸也導致肺發炎和引發血中各式發炎因子如腫瘤壞死因子-α

（TNF-α）及第六介白素 (interleukin-6)的表現，並導致胰島素耐受性[12]。除了代謝症候群之

外，吸菸也導致肺內氧化物—抗氧化物的不平衡，而引發慢性阻塞性肺疾病(COPD)。粒線體

呼吸是細胞中氧化還原體內平衡其中一個主要過程，暴露在煙中會改變肺細胞內主要的代謝路

徑而促進 NADPH 的產生，為造成氧化壓力的分子機制[13,14]。暴露在香菸及其致癌成分

benzo[α]pyrene 會破壞粒線體膜電位，增加 palmitate 進入粒線體的傳輸而進行 β-oxidation，導

致肺泡細胞癌化[15, 16]。此外，吸菸增加有氧糖解和粒線體的不正常功能而參與食道癌的發

生[17]。然而，我們需要更多研究來了解抽菸如何改變能量代謝而參與癌化，希望藉此能發展

新穎的代謝治療策略，以提高肺癌病人的存活率。 
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癌症發展中不正常的管理絲胺酸合成路徑，重整能量代謝而透過製造更多燃料及生長材

料來加速細胞分裂跟增生，被視為一個新興的癌症特點[18]。涉及糖解和粒線體呼吸的葡萄糖

代謝是細胞生長能量生成的主要來源。然而，癌細胞即使在有氧狀況下仍主要利用糖解作用

[19,20]。雖然相較周圍的正常細胞下，癌細胞消耗更多的胞外的葡萄糖，但是其也攝取更多的

胺基酸來當作增生、生長的氮與碳的來源[21]。為了得到更多的胺基酸以供癌症發展，胺基酸

運輸者的過度表現是很重要的，其透過酵素的表現，傳遞胞外胺基酸和提升胺基酸的生物合成，

如麩醯胺酸、絲胺酸、蘇胺酸、精胺酸、proline 代謝路徑酵素。累積的證據顯示，麩醯胺酸和

絲胺酸在腫瘤選擇的代謝路徑中扮演很重要的角色，並且在腫瘤發展中比起其他胺基酸被攝取

更高的比例[22]。 

絲胺酸屬於一種哺乳類的非必需胺基酸，在各種生物合成過程中扮演關鍵的角色，如其

參與了 cysteine 和甘胺酸的合成、磷脂質和 sphingomyelin 的製造、進入單碳循環以參與核苷

酸合成,  S-adenosyl methionine (SAM) 產生提供甲基來源以及抗氧化作用 [23]。為了提高絲

胺酸在體內的利用，絲胺酸可以透過胺基酸運輸者被運送到細胞內或由糖解代謝產物

3-Phosphoglyceric acid（3PG）新合成。絲胺酸合成路徑(SSP)包含 PHGDH、PSAT1、PSPH 催

化的三個主要反應酵素(圖一)。接著，胞內的絲胺酸透過絲胺酸羫甲基轉移酶(SHMT)的反應

(SHMT1 在細胞質液;SHMT2 在粒線體)轉變成甘胺酸，其有助於葉酸的單碳循環提供甲基 [24]，

葉酸的單碳循環會近一步合成核苷酸並透過 NADPH 的生成來降低活性氧類 reactive oxygen 

species (ROS)[24]。外源的絲胺酸是僅次於麩醯胺酸在細胞及癌細胞增生中消耗最快的胺基酸

[22]。已知參與 SSP 的多個酵素被增強或過度表現而促進腫瘤生成。高表現的 PHGDH 增加絲

胺酸的新合成，也跟粒線體還原動態平衡、腫瘤幹細胞的維持、生長和轉移有關，其過度表現

也與乳癌、黑色素瘤和肺腺癌患者的治療成果較差和生存率降低有密切相關性[25-28]。過度表

現的 PSAT1 和 PSPH 也對腸胃癌的不良預後有關 [29,30]。雖然大眾都知道香菸會加速肺癌發

展且使病人的情況惡化，但 SSP 是否參與其中尚不清楚。 

吸菸導致肺癌已儼然成為嚴重的公共健康問題。暴露在香菸和其致癌成分下，會藉由基

因變異使抑癌和致癌基因失調來增加細胞生長而導致癌症發展，並減少對抗癌藥物的敏感度。
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我們實驗室先前研究的結果顯示，香菸萃取物(CSE)與其中的內含致癌成分 benzo- [α]-pyrene 

(B[α]P)可能藉由過度表現 SGLT1 和 GLUT3 等葡萄糖運輸蛋白而提高癌細胞對葡萄糖的利用

率，加速糖解和粒線體呼吸作用產能。然而，目前尚不清楚吸菸是否透過促進葡萄糖代謝影響

SSP 作用而增加肺癌細胞中的 DNA 複製，最後導致癌細胞快速生長。在我們先前的基因集富

集分析 Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)的結果中，吸菸患者的肺癌組織比不抽菸患者組織

有較高的細胞週期、G1/ S 過渡期、DNA 複製等相關功能基因組的表現; 另外，胺基酸合成的

功能性基因組的表現量亦在抽煙病人組織中較高，在這些增加表現的基因中，SSP 的關鍵酵素

PSAT-1排名第一，其蛋白表現亦因給予CSE或B[α]P而提高，肺癌病人的預後較差也與PSAT-1

的高表現有關。因此，我們的研究目標是探究吸菸是否藉由重整 SSP 路徑而影響肺癌細胞的

生長及對抗癌藥物的敏感性。本研究不僅可了解抽菸如何調控代謝來造成肺癌的惡化，並或許

有助於發展新穎的 PSAT-1 抑制劑來提高肺癌病患的治療效果。 

 

 圖一. 絲胺酸合成路徑(Serine Synthesis Pathway; SSP)  

  



5 
 

研究目的 

腫瘤代謝重整 (Tumor metabolic reprograming)被視為癌症發展過程中的重要特徵之一，

是癌細胞對營養素的需求和代謝的調節與改變，提供癌細胞快速生長所需的生物材料與能量，

並平衡細胞內的氧化還原狀態。已知葡萄糖及胺基酸(常見麩醯胺酸和絲胺酸)代謝是主要供應

癌細胞增生所需的材料。抽煙除了誘導肺癌生成外，也降低肺癌細胞對於抗癌藥物的敏感性，

進而增加病患的死亡率。先前研究結果發現，香煙可能藉由過度表現葡萄糖轉運蛋白 SGLT1

及 GLUT3 而提高癌細胞對葡萄糖的利用，加速癌細胞生長。另外，我們的初步結果發現，肺

癌細胞在香煙的刺激下可能透過活化糖解作用所衍生絲氨酸合成路徑，而增加細胞週期的 S

期。然而，目前尚未釐清過度活化絲胺酸合成路徑是否扮演重要角色於抽煙增加癌細胞中的

DNA 複製，最終導致肺癌細胞快速生長。因此，我們的研究目標是探究吸菸是否藉由重整 SSP

路徑而加速肺癌細胞的生長甚至減少抗癌藥物的敏感性。在本研究中，我們將著重探討： 

一、探討吸菸是否提高 SSP 路徑活性而增加 DNA 複製與細胞增生。 

二、測試抑制 SSP 路徑是否增加肺癌細胞對化療的敏感性。 

貳、研究方法或過程 

研究設備及器材 

用途 儀器設備 

細胞培養 

顯微鏡 

細胞培養箱(incubator) 

無菌細胞操作台(Laminar flow)  

離心機 

細胞存活測試 

ELISA reader 

readerIncucyte 

流式細胞儀(Flow cytometry) 

蛋白表現量分析 

各式抗體及試劑 

影像擷取系統超音波震盪儀(sonicator) 

Bio-Rad 西方點墨法系統 

數位光電感應器(CCD)影像擷取系統 

乾浴槽 

蛋白位置分佈觀察 Confocal 顯微鏡  

生長觀察 
Incucyte assay 

MTT assay 

表一. 研究器材與設備列表 
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研究過程或方法及進行步驟 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1-3 分析 SSP 代謝酵素在香煙誘導肺癌發展模式的貢獻度 

 
◼ 利用 Leading Edge Analysis 分析 PHGDH、PSAT1 及 PSPH 的貢獻

程度 

1-2 分析 CSE 在肺癌細胞中參與 SSP 代謝酵素表現 

 
◼ 利用 qRT-PCR 及 western blotting 觀察 PHGDH、PSAT1 和 PSPH 的

mRNA、蛋白質表現 

◼  

1-1 分析暴露於 CSE 及 B[α]P 肺癌細胞的生長速率 

 
◼ 以 MTT assay 及細胞成株試驗觀察癌細胞生長 

◼ 以流式細胞儀觀察細胞週期 

◼  

1-4 分析 SSP 代謝酵素的表現量對於肺癌病人存活率之影響 

 
◼ 利用 Kaplan-Meier Plotter 分析三個重要酵素的表現量是否影響有

無抽菸病史的肺癌病人存活率 

1-5 觀察抑制 PSAT1 表現對香煙處理肺癌細胞的毒殺效果 

 
◼ 以 AOA 抑制 PSAT1 活性及 shRNA 抑制 PSAT1 表現再利用 MTT 

assay/細胞成株試驗觀察肺癌細胞的生長 

◼  

一、探討吸菸是否提高 SSP路徑活性而增加 DNA複製與細胞增生。 
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二、測試抑制 SSP 路徑是否增加肺癌細胞對化療的敏感性 

 

2-3 觀察抑制 PSAT1 合併化療藥物對於細胞凋亡的影響 

  

◼ 利用 western blotting 觀察細胞凋亡標記蛋白(如 PARP 及 caspase-3

等)的變化於合併抑制 PSAT1 表現與處理化療藥物的肺癌細胞 

2-2 抑制 PSAT1 表現合併化療藥物觀察是否對香煙處理肺癌細

 
◼ 利用 MTT assay/細胞成株試驗觀察抑制 PSAT1 合併化療藥物對於

香煙處理肺癌細胞加成毒殺的影響 

2-1 單獨觀察化療藥物對香煙處理肺癌細胞的毒殺效果 

 
◼ 利用 MTT assay/細胞成株試驗觀察化療藥物(methotrexate 或

gemcitabine)單獨對肺癌細胞毒殺效果 

◼  
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研究方法及步驟 

（一）、細胞培養 

從 American Type Culture Collection (ATCC)購買 A549 和 H292 肺癌細胞株。為了建立

暴露於抽煙模式的肺癌細胞，我們以濃度 1%的香菸萃取物培養液長時間培養肺癌細胞株至少

三個月。另培養一組處理 DMSO 為控制組。H292 肺癌細胞株養植在含有 10 mM HEPES 

(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), 10 mM sodium pyruvate, 10% FBS (fetal 

bovine serum), 100 units/ml penicillin 及 100 μg/ml streptomycin 的 RPMI (Roswell Park Memorial 

Institute) 1640 培養液。另外，A549 肺癌細胞株培養於含有 10%FBS、100 unit/ml penicillin、

100μg/ml streptomycin 的 Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Ham's F12 Nutrient 

Mixture(DME/F12)之培養液。所有的細胞都放置在 5%CO2、37° C 之細胞箱培養。 

 

（二）、製備香菸萃取培養液(Cigarette smoke extract, CSE) 

利用 25 根香菸的燃燒煙霧用幫浦持續融進 250 ml 的培養液。另外，將香菸萃取物培養

液的 pH 值調整至 pH7.4，並以孔徑 0.22 μm 的過濾器來移除香菸萃取培養液內的大顆粒。我

們將此香煙萃取培養液視為 100%原液並存放於-20°C 冰箱備用。 

 

（三）、基因富集分析(Gene Set Enrichment Analysis, GSEA) 

我們從 PubMed 的 GEO dataset 下載已發表的肺癌病人組織基因晶片(microarray)資料

(GSE31210)，並將這些病人分組為有抽煙病史與無抽煙病史，利用 GSEA 軟體(下載於

http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp)分析資料裡基因富集程度。 
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（四）、細胞存活率測試(MTT assay) 

將 8x103 顆的控制組與 CSE 及 B[α]P 處理的肺癌細胞養植於 96 孔盤在細胞培養箱放置

隔夜。隔天，去除培養液，加入實驗設計之藥品培養 3~5 天。之後，吸除含有藥物的培養液

並加入 MTT 試劑反應 3 小時。去除 MTT 試劑，加入 100 μl DMSO 溶解活細胞與 MTT 試劑反

應而形成的紫色結晶，再利用 ELISA reader 測定吸光值 570 nm 去評估細胞存活率。 

 

（五）、 細胞成株試驗(colony formation assay) 

將 1000 顆以 CSE 及 B[α]P 長期處理的肺癌細胞種在 6 孔盤一段時間至形成細胞群落

(colony)。在用 1%結晶紫溶於 30%酒精溶液固定細胞並染色 30 分鐘後，用清水將背景的結晶

紫染色清洗乾淨，置乾後以冰醋酸溶解結晶體，並已 ELISA reader 判讀實驗組與控制組吸光

值的差異。 

 

（六）、細胞週期分析 

收集經藥物處理後的肺癌細胞並以 1000 rpm 離心五分鐘。室溫下，移除上清液，再加

入 75%的冰乙醇充分均勻混合細胞並存放於-20° C 冰箱一天。將以冰乙醇固定的細胞離心並去

除上清液，加入 PI staining buffer (含 1% Triton X-100, 0.1 mg/mL PureLinkTM RNase A, and 20 

μg/mL propidium iodide，混合在 1X PBS)均勻混合細胞，室溫下避光反應 30 分鐘，利用流式

細胞儀分析細胞週期。 
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（七）、定量反轉錄聚合酶連鎖反應分析 (qRT-PCR assay) 

mRNA從經CSE處理過的肺癌細胞加入TRIzol試劑萃取出。為了要合成第一股 cDNA，

將 500ng的mRNA樣品均勻混合含有 dNTP及Oligo-dT的DEPC水。把這些混合物加熱至 65℃

五分鐘，再快速冷卻至 4℃五分鐘。再加入含有 DTT 及 M-MLV RT Enzyme 的 5X First-Strand 

Buffer，再以分別 37℃反應 2 分鐘, 25℃反應 10 分鐘,37℃反應 50 分鐘，最後以 70℃反應 15

分鐘形成完整的 cDNA 產物。接著，以 SYBR Green Master Mix 標記 cDNA 產物並利用聚合酶

連鎖反應偵測特定基因的表現。利用 18s rRNA 當作參考基因。 

 

（八）、西方墨點法分析 (Western blotting analysis) 

將細胞裂解液所取得的上清液做蛋白質定量分析，接著取質量 10~60μg 之蛋白質進行十

二烷機硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳(SDS-PAGE)。隨後利用轉印槽，以固定電壓 100 伏特轉印

3小時，使凝膠上的蛋白質轉印到PVDF膜上。接著使用含有 5%脫脂奶粉之TBS-T(Tris-buffered 

saline/Tween-20)緩衝液覆蓋 PVDF 膜。目的是將 membrane 上非專一性抗體結合覆蓋住，此

blocking 步驟於室溫下進行 1 小時。Blocking 結束後，倒掉奶粉溶液，以 TBS-T 沖洗膜三次，

每次 10 分鐘。之後加入以 5%BSA 稀釋一級抗體(Primary antibodies)，運用免疫沉澱法之原理，

於 4°C 冷房中反應 8 小時以上或過夜，使一級抗體結合在預測之蛋白質上。反應完畢，回收一

級抗體溶液，以 TBS-T 清洗膜三次，每次 10 分鐘。接著加入 Horseradish peroxidase(HRP)所接

合的二級抗體奶粉溶液，於室溫下反應 1 小時，隨後亦已 TBS-T 沖洗膜三次，每次 10 分鐘，

洗淨之 membrane 最後加入化學發光底物(ECL)作用 1 分鐘，利用影像系統偵測目標蛋白的表

現。 
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叄、研究結果與討論 

一、探討吸菸是否提高絲胺酸合成路徑活性而增加 DNA 複製與細胞增生 

為了瞭解 SSP 在有抽菸的臨床肺癌病患中所扮演的角色，GSEA 分析顯示代謝路徑在抽菸

病患被活化最多（圖二 A）；其中，在胺基酸代謝，PSAT1(SSP 第二步驟酵素)增加幅度最大

（圖二 B）。絲胺酸會進入單碳循環合成核苷酸，圖三表示抽菸患者的細胞週期及 DNA 複製

相關酵素表現也增加。而在比較病患存活率與 SSP 酵素的表現量高低的關聯時時，有抽菸的

病患中，高表現的 PHGDH (SSP 第一步驟酵素)和 PSAT1 影響患者的低存活率，然而此關聯性

在不抽菸的病患中不明顯（圖四）。其顯示 SSP 和抽菸肺癌病患的相關性。 

再者，用細胞模式探討肺癌細胞中抽菸與 SSP的關聯性。質譜儀顯示在A549 CSE細胞中，

SSP 反應物 3-PG 減少，而其產物之一 a-KG 增加（圖五）。SSP 為糖解作用的分支，在海馬

生物能量測定分析進一步分析，A549 CSE 細胞的糖解作用能力較強（圖六）。A549 CSE 細

胞細胞週期中的 S 期也有增加（圖七）。由上推論抽菸於肺癌中促進 SSP 的表現。 

為進一步了解 SSP 在暴露於香菸的肺癌細胞的角色，以 MTT 觀察細胞毒殺效果。絲胺酸

可從外界被吸收，因此降低培養液中的絲胺酸，使細胞為了獲得絲胺酸必須更依賴 SSP，由此

可以間接測試 SSP 的活性。A549 CSE 細胞在低絲胺酸濃度下細胞存活率較高，且在低絲胺酸

濃度情況下生長較快（圖八）。觀察抑制 SSP 對於細胞的影響，合併 AOA(PSAT1 抑制劑)可

以抑制低濃度絲胺酸條件下抽煙細胞的存活。 

  



12 
 

（二）測試抑制 SSP 路徑是否增加肺癌細胞對化療的敏感性 

Gemcitabine 是一種用來標的核苷酸的化療藥物，用來治療肺癌。為了瞭解抽煙與對

Gemcitabine 抗藥性的關係，我們藉由 MTT assay（圖十 A）分析 Gemcitabine 對 A549 肺癌細

胞的毒殺效果，可以發現 CSE 細胞對 Gemcitabine 有較低的敏感性。 

Methotrexate 是一種用來標的葉酸的化療藥物，而葉酸可由絲胺酸製造。為了瞭解抽煙與

對 Methotrexate 抗藥性的關係，我們藉由細胞成株試驗分析 Methotrexate 對 A549 肺癌細胞的

毒殺效果（圖十一 B），可以發現 CSE 細胞對 Methotrexate 有較低的敏感性，這可能是抽菸細

胞透過重整ＳＳＰ代謝路徑產生的結果。 

在我們前面分析增加表現的基因中，SSP 的關鍵酵素 PSAT1 排名第一，其蛋白表現亦因

給予 CSE 而提高，肺癌病人的預後較差也與 PSAT1 的高表現有關，因此從前兩點找到抽煙與

抗藥性的關係後，我們嘗試利用 shRNA Virus Infection knockdown PSAT1 的基因，並比較不同

藥物對他們的毒殺效果。由 Western Blotting 的圖（圖十二）我們可以看出 knockdown 是有效

的，也因此可以做表現量的比較。而接下來比對 A549 Parental 的 MTT assay（圖十三），然而

因為 Parental 本身對化療藥物就比較敏感，knockdown 後也看不出明顯的不同。而同樣地在細

胞成株試驗中，比對 knockdown 前後也看不出差異（圖十四）。 

為了進一步探討抽菸如何影響肺癌細胞對化療藥物的敏感性，我們也嘗試了 CSE 細胞的

knockdown，並比較其 MTT assay 和細胞成株試驗（圖十五）（圖十六），CSE 本身對化療藥物

不敏感，但我們卻無法看出明顯不同，其可能原因有二，第一我們還沒確認 knockdown 效率

好不好，若效率不好，便看不出敏感性的不同。第二，若 knockdown 效率好，便意味著 CSE

可能不是依賴 SSP 路徑對化療藥物的敏感性，而這也是我們日後將確認的問題。 
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圖二. 臨床數據顯示抽菸患者的能量代謝路徑及其中的酵素-PSAT1 會大量 

表現。 

分析 GSEA database 中，抽菸肺癌患者的酵素表現。 

(A) 抽菸肺癌患者被活化的路徑分析。 

(B) 抽菸肺癌患者的胺基酸代謝酵素表現分析。 

(A) 

(B) 
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圖三. 臨床上抽菸肺癌患者的細胞週期及 DNA 複製相關酵素表現增加。 

分析 GSEA database 中抽菸肺癌患者細胞週期及 DNA 複製相關酵素表現。 

(A) 抽菸肺癌患者的細胞週期酵素分析。 

(B) 抽菸肺癌患者的 G1/S phase transition 酵素分析。 

(C) 抽菸肺癌患者調控 DNA 複製的酵素分析。 

  

(A) (B) 

(C) 
Regulation of DNA replication 
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圖四. 在抽煙的患者中，發現有高表現 PHGDH 及 PSAT1 ，病人存活率比 

較差。 

分析 KM-plotter database 肺癌患者的 mRNA 表現及其存活率。 

(A) 全部肺癌患者的 PHGDH 表現高低及其存活率之分析。 

(B) 不抽菸肺癌患者的 PHGDH 表現高低及其存活率之分析。 

(C) 抽菸肺癌患者的 PHGDH 表現高低及其存活率之分析。 

(D) 全部肺癌患者的 PSAT1 表現高低及其存活率之分析。 

(E) 不抽菸肺癌患者的 PSAT1 表現高低及其存活率之分析。 

(F) 抽菸肺癌患者的 PHGDH 表現高低及其存活率之分析。 

  

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 
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圖五. 在抽菸的細胞 SSP 的反應物（3-PG）減少和產物（α-KG）增加，間 

接證明 SSP 的促進。 

以質譜儀分析 A549 肺癌細胞中葡萄糖代謝相關物質的含量。 
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圖六. 糖解作用在抽煙的細胞中表現比較高。 

以海馬生物能量測定分析檢測 A549 肺癌細胞的糖解作用。 
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圖七. 抽菸會增加肺癌細胞細胞週期中的的 S 期。 

以流式細胞儀分析 A549 肺癌細胞的細胞週期。 
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圖八. 抽煙的細胞株對低濃度的絲胺酸有較高的耐受度。 

(A)利用細胞成株試驗分析 A549 肺癌細胞於不同絲胺酸濃度下的生長。 

(B)分析 A549 肺癌細胞於不同絲胺酸濃度下的生長。 

(C)分析低絲胺酸濃度下 A549 肺癌細胞的生長曲線。  

(A) 

(B) 

(C) 
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圖九. 合併 AOA 可以抑制低濃度絲胺酸條件下抽煙細胞的存活。 

(A) 分析 A549 Parental 肺癌細胞在不同濃度絲胺酸下以 AOA 抑制 PSAT1 的

存活。 

(B) 分析 A549 CSE 肺癌細胞在不同濃度絲胺酸下以 AOA 抑制 PSAT1 的存

活。 

C
e
ll

 v
ia

b
il

it
y
(f

o
ld

 o
f 

c
o

n
tr

o
l)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1mM AOA - + - + - + - +

Serine 0.28 0.14 0.07 0.035 (mM)

A549 CSE

(A) 

(B) 



21 
 

Gemcitabine

C
e

ll 
v
ia

b
ili

ty
 (

%
 o

f 
c
o

n
tr

o
l)

0

20

40

60

80

100

120

140 Parental

1% CSE

0 50 100 200 400 800 (nM)

A549

 

 

圖十.  A549 細胞在抽菸的情況下對化療藥物 gemcitabine 敏感度較差。 

(A) 以 MTT 方式分析 A549 肺癌細胞在不同 Gemcitabine 濃度下的存

活率。 

(B) 以 Colony formation 方式分析 A549 肺癌細胞在不同 Gemcitabine

濃度下的存活率。 

  

(A) 

(B) 
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圖十一.  A549 細胞在抽菸的情況下對化療藥物 Methotrexate 敏感度較差 

(A) 以 MTT 方式分析 A549 肺癌細胞在不同 Methotrexate 濃度下的存活率。 

(B) 以 Colony formation 方式分析 A549 肺癌細胞在不同 Methotrexate 濃度下

的存活率。 

  

(A) 

(B) 
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圖十二. 確定 sh PSAT1 的 knockdown 效果。 

以西方墨點法驗證 sh PSAT1 利用病毒感染的方式的確可以成功抑制 PSAT1

 的蛋白表現。 
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圖十三. knockdown PAST1 後在合併化療藥物並不影響 parental 的細胞存

 活 

(A) 分析 A549 Parental 肺癌細胞在 knockdown PSAT1 前後給予不同

Gemcitabine 濃度下的存活率。 

(B) 分析 A549 Parental 肺癌細胞在 knockdown PSAT1 前後給予不同

Methotrexate 濃度下的存活率。 

(A) 

(B) 
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圖十四. knockdown PAST1 後在合併化療藥物並不影響 parental 的細胞成

 株生長。 

以細胞成株試驗分析 Methotrexate 對 knockdown 前後的 A549 Parental 肺

 癌細胞生長的影響。 

  



26 
 

Gemcitabine

V
ia

b
il
it

y
 o

f 
C

e
ll

 (
%

 o
f 

C
o

n
tr

o
l)

40

50

60

70

80

90

100

110

120

pVoid

shPSAT1

A549 CSE

0 50 100 200 400 800

 

Methotrexate

C
e

ll
 V

ia
b

il
it

y
 (

%
 o

f 
c

o
n

tr
o

l)

40

50

60

70

80

90

100

110

pVoid

shPSAT1

0 12.5 25 50 100 200

A549 CSE

 

圖十五. knockdown PAST1 後在合併化療藥物並不影響 CSE 的細胞存活 

(A) 分析 A549 CSE 肺癌細胞在 knockdown PSAT1 前後給予不同

Gemcitabine 濃度下的存活率。 

(B) 分析 A549 CSE 肺癌細胞在 knockdown PSAT1 前後給予不同

Methotrexate 濃度下的存活率。 

(A) 

(B) 
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圖十六.  比較 A549 CSE knockdown 前後的細胞成株試驗。 

以細胞成株試驗分析 Methotrexate 對 knockdown 前後的 A549 CSE 肺癌細 

胞生長的影響。 

 

肆、結論與應用 

結論 

（一） 吸菸提高絲胺酸合成路徑活性而增加 DNA 複製與細胞增生。 

1. 絲胺酸合成路徑在抽菸的肺癌患者被促進，且高表現的絲胺酸合成酵素造成患者的

低存活率。 

2. 吸菸促進肺癌的 DNA 複製及糖解作用，其與絲胺酸有高度的關聯。 

3. 絲胺酸合成路徑的抑制會對肺癌細胞有負面影響。 

（二） 化療藥物合併抑制絲胺酸合成路徑未來可能成為治療吸菸相關肺癌的新 

策略。 

1.A549 細胞在有抽菸對情況下會有較差的敏感性，不管是 gemcitabine 還是 Methotrexate，

而我們推論有可能是因為 SSP 路徑。 

2.日後補足的方向：利用 shRNA virus infection knockdown，我們將找出其中的路徑及其

關鍵酵素，比對 CSE 和 Parental 的細胞。 
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3.未來若能結合相關酵素的抑制劑及化療藥物，可能可以得到加倍的效果，幫助臨床上

的肺癌治療。 

 

應用 

 本研究以肺癌為主題，癌症目前已躍居國人十大死亡原因之首，而且絕大多數病患在被診

斷為肺癌時，僅有 1/4 病患為早期，因此肺癌的治療為今人需面對的重要課題。 

 本研究之創見性在於，以基因層面切入肺癌相關代謝機制的變化，近年來，SSP 代謝在癌

症發展上有其重要性，已知參與 SSP 的多個酵素被增強或過度表現而促進腫瘤生成。增加絲

胺酸的新合成，也跟粒線體還原動態平衡、腫瘤幹細胞的維持、生長和轉移有關，其過度表現

也與肺腺癌患者的治療成果較差和生存率降低有密切相關性，因此，找出 SSP 中關鍵基因以

進行抑制，對未來癌症研究也有很好的發展性。我們的研究將首次證明抽煙是否影響肺癌 SSP

路徑的活性，探討其是否會增加 DNA 複製與細胞增生，甚至影響對抗癌藥物的敏感，藉此找

出新穎的治療標的。 

 在於未來應用方面，可朝向下列三個方向進行： 

一、 找出潛在治療標的，發展有效且較不具副作用的抗癌藥物。 

二、 發展 SSP 相關的抑制劑，合併化療藥物，增強其治療效果。 

三、 利用 SSP 相關基因表現，作為預測病人存活率的生物指標。 
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1. The author provides sufficient data to support the proposal. 

Statistics methods, sample number, and p-value have to 

include in the Materials and Methods, and Results sections.   

2. solid results. 

3. recommended. 
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