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摘要 

DNA 損傷導致的基因體不穩定是癌症的共同特徵，而 DNA 損傷反應 (DDR) 負責維持

基因體完整。DDR 的活化可阻滯細胞週期並啟動 DNA 修復，其過程受許多因素調控，包括

多種轉譯後修飾如乙醯化、小泛素化等。HDAC7 是組蛋白脫乙醯酶，該家族成員有多個已

被證實參與 DDR 且在多種癌細胞中常過量表現。最近研究發現 HDAC7 具小泛素蛋白 E3 連

接酶活性，但相關研究甚少，因此欲探討 HDAC7 在 DDR 所扮演的角色。 

本研究使用西方墨點法、免疫螢光染色、流式細胞儀分析、細胞活力檢測系統和細胞群

落形成能力實驗，發現以 RNAi 技術將細胞的 HDAC7 基因沉默後會降低 DNA 損傷引起的

ATR-Chk1 及 ATM-Chk2 訊號強度，使不能有效率活化檢查點，並對 DNA 損傷藥物較敏感。

由以上結果顯示，HDAC7 有潛力做為抗癌藥物研發的新目標。 

 

壹、 研究動機 

一、文獻探討 

(一)  DNA 損傷反應 (DNA damage response) 

細胞內的 DNA 經常受到損傷，而損傷可能來自於外源性如游離輻射 (IR)、紫外線 (UV)

或內源性物質如細胞新陳代謝所產生之自由基的攻擊。此外，快速增生中的細胞其 DNA 複

製也常會出現錯誤甚至造成複製壓力 (replication stress)，上述原因都會導致基因體異常及不

穩定。而基因體的不穩定會對生物體造成嚴重後果，例如胚胎無法正常發育或造成細胞癌化

及其他遺傳疾病的發生。為維持基因體穩定性，細胞利用嚴密且複雜的 DNA 損傷反應 (DNA 

damage response，DDR) 負責偵測與修復 DNA 損傷。當 DNA 發生損傷，一些損傷感知因子

能夠聚集到損傷部位並活化上游的訊息傳遞機轉，包括兩條主要的訊息傳導路徑：ATR-Chk1

及 ATM-Chk2 pathway。當這兩條路徑被活化，細胞週期會被停止以避免 DNA 錯誤或損傷增

多，同時啟動修復程序。不同的損傷通常有相對應的訊息傳導路徑會被活化，如圖一所示。 

 

1. ATR-Chk1 pathway 

    當 DNA 發生單股斷裂(Single-Stranded DNA Breaks, SSBs)時，單股的 DNA 會被 RPA

蛋白複合體 (RPA70-32-14) 包覆上。RPA 結合單股 DNA 可做為一個平台，吸引 ATR-ATRIP

蛋白複合體結合上去，同時更多的 DNA 損傷修復蛋白也被吸引至此處，其中 TopBP1 與

ATR-ATRIP 複合體結合後促使 ATR 於 T1989 位點自體磷酸化進而完整活化 ATR。活化的

ATR 會藉由磷酸化下游的受質蛋白來活化整個 DNA 損傷反應，包含 Chk1 S317、S345 及
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RPA32 S33 位點，磷酸化的 Chk1 會活化細胞週期檢查點，造成細胞週期阻滯，細胞得以

進行 DNA 修復。而磷酸化的 RPA32 會讓其他激酶 (DNA-PKcs、ATM) 加入且磷酸化 RPA

的其他位點如 S4/S8，RPA 的高度磷酸化能促使更多 DNA 損傷修復蛋白加入。複製壓力

是活化 ATR-Chk1 pathway 的主因，因此 ATR-Chk1 pathway 的活化主要發生在 S phase。 

 

2. ATM-Chk2 pathway 

    在各式的 DNA 損害之中，雙股 DNA 的斷裂是最嚴重的基因體傷害。當 DNA 發生雙

股斷裂時 (Double-Stranded DNA Breaks, DSBs)，MRN 複合體會使 ATM S1981 位點磷酸化。

磷酸化的 ATM 會再使 H2AX 磷酸化成 γH2AX 以進行同源重組修復，同時也會磷酸化 Chk2 

T68 位點。磷酸化的 Chk2 會活化細胞週期檢查點，造成細胞週期阻滯，且主要發生於 G1 

phase 或 G2 phase。 

3. 細胞週期檢查點 (Cell cycle checkpoints) 

檢查點由一系列的蛋白組成，有些能直接與受損或異常的 DNA 結合，有些則為激酶 

(kinase)，扮演訊息傳遞的功能。上游的激酶 (如 ATM、ATR) 透過蛋白質的磷酸化修飾將

訊息傳遞給下游的激酶 (如 Chk1、Chk2)，最終的細胞反應則藉由一些磷酸化的功能性蛋

白 (如 p53) 來執行。主要負責調控檢查點的激酶是 Chk1 及 Chk2，Chk1 主要由 ATR 活

化，Chk2 則是由 ATM 活化。細胞週期檢查點是 DNA 受到損傷後會啟動的一項機制，Chk1

及 Chk2 會使細胞週期暫停並促使細胞將基因修復，修復成功後進入下一期，修復失敗則

會凋亡。除了活化細胞週期檢查點外，ATR/ATM 也藉由磷酸化的方式激活數百個下游的

受質蛋白，進而調控整個 DNA 損傷反應以及細胞內的各項生理運作。 

 

圖一、DNA 損傷後訊息傳遞圖 (Weber and Ryan, 2015) 
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(二) 組蛋白脫乙醯酶（Histone deacetylase, HDAC） 

1. 簡介 

在染色體中，組蛋白(histones)乙醯化(acetylation)和脫乙醯化(deacetylation)是調控基因

表現的關鍵因素之一，組蛋白的乙醯化可促使盤旋纏繞組蛋白的染色絲打開，以便 DNA

鬆開進行複製和表現；反之脫乙醯化則會使 DNA 和組蛋白綑綁緊密，造成 DNA 不易複製，

進而影響並抑制基因表現，因此組蛋白乙醯化狀態為決定基因轉錄之重要因素，組蛋白的

脫乙醯化作用即由 HDAC 負責執行。此外，HDACs 的脫乙醯化活性不僅只作用在組蛋白

上，也能作用在其他的非組蛋白上，例如 p53、NF-κB 等，進而調節細胞的生理功能。 

 

2. HDAC 與癌症 

許多研究顯示，HDAC 家族的成員與癌症的形成高度相關，癌症細胞會表現較高的

HDAC 活性，例如在胃癌、前列腺癌、大腸癌和乳癌中都可以發現 HDAC1 的表現量增加，

而在子宮頸癌和胃癌中，HDAC2 也會過量表現。HDACs 藉由增加染色體致密性而阻斷某

些抑癌基因的表現，故利用脫乙醯酶抑制劑(histone deacetylase inhibitors, HDACi)，可抑制

組蛋白脫乙醯酶的活性，使 DNA 鬆開以利於抑癌基因表現，有助於改變癌細胞生長周期、

停滯及分化，並促進癌細胞凋亡，最終抑制腫瘤細胞生長，達到治療癌症效果。 

 

3. HDAC7 與蛋白質的小泛素化修飾 

HDAC7 是 HDAC 家族成員中較少被研究者，除了其脫乙醯酶活性外，HDAC7 最近

也被證明具有 SUMO E3 連接酶活性，該酶可以增強 SUMO(small ubiquitin-related modifier)

蛋白的結合能力。小泛素化 (SUMOylation) 與泛素化（ubiquitination）為細胞中重要的蛋

白質轉譯後修飾機制，兩者的生化修飾過程類似但生理意義卻不同。小泛素蛋白可以透過

激活酶 (E1)、結合酶 (E2) 以及連接酶 (E3) 的催化作用，將小泛素蛋白分子連接到目標

蛋白上。不同於泛素化修飾會導致目標蛋白質的降解，蛋白質的小泛素化修飾則具有多種

生理功能，例如維持基因組穩定性、介導蛋白質之間的交互作用、調節蛋白質在細胞內的

定位、調控轉錄因子活性、參與訊息傳遞及 DNA 損傷修復等。SUMO pathway 已經顯示

出可以直接調節 ATR-Chk1 pathway 以及 DNA 修復網絡。 
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二、研究動機 

過往一直認為 ATM-Chk2 和 ATR-Chk1 的活化過程中僅是一系列蛋白的磷酸化。然而，

越來越多的證據顯示在磷酸化之外，包含泛素化 (ubiquitination)、 小泛素化(SUMOylation)、

乙醯化等的轉譯後修飾也扮演著相當重要的調控角色。至今為止，關於 HDAC7 的研究甚少，

鑑於 HDAC7 具有雙重酵素活性(脫乙醯化和 SUMO 化)，我們好奇它是否參與在 DNA 損傷

反應中並希望找出它的作用機制，更希望透過降低 HDAC7 的表現抑制腫瘤的生長，作為抗

癌藥物研發的標的。 

 

貳、研究目的 

探討 HDAC7 在 DNA 損傷反應中的角色，分為以下四點： 

一、探討 HDAC7 對於 ATR-Chk1 及 ATM-Chk2 訊息傳遞路徑的影響 

二、觀察 HDAC7 對於 DNA 損傷修復蛋白聚集至損傷位點情形的影響 

三、探討 HDAC7 對細胞週期進程的影響 

四、探討在不同抗癌藥物處理下，HDAC7 基因沉默對癌細胞存活率的影響 

 

      參、研究設備及器材 

一、 細胞株 

    人類子宮頸癌 HeLa 細胞株、人類骨肉瘤 U2OS 細胞株 

 

二、 藥品及試劑  

    siRNA (small interfering RNA，小干擾核糖核酸)、 PBS (Phosphate buffered saline，清洗

緩衝液)、DMEM Medium、FBS (Fetal bovine serum， 胎牛血清)、Penicillin/Streptomycin (青

黴素/鏈黴素)、trypsin-EDTA、BSA (胎牛血清蛋白)、1.5M Tris (pH 8.8)、1M Tris (pH 6.8)、

30% Acrylamide/Bis、10% SDS、TEMED、10% APS、95% EtOH、100% MeOH、1X Running 

Buffer、Transfer buffer、一級抗體 (如表一及表二)、二級抗體 (如表一及表二)、ECL substrate 

solution 、DMSO、TBST、Opti-MEM、異丙醇、 70% EtOH、RNase Inhibitor、4% PFA、

Triton X-100、Tween 20、DAPI、Mounting medium、Camptothein (CPT)、Hydroxyurea (HU) 、

Gemcitabine、結晶紫 (Cystal Violet) 
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表一、西方墨點法抗體名稱及實驗條件 

 

 

表二、免疫螢光染色抗體名稱及實驗條件 

 

  

標示蛋白 一級抗體 (稀釋比例) 二級抗體 (皆為1:5000稀釋)

HDAC7 Rabbit anti HDAC7 (1:1000)

ATR pT1989 Rabbit anti ATR pT1989 (1:1000)

ATR Rabbit anti ATR (1:3000)

Chk1 pS345 Rabbit anti Chk1 pS345 (1:500)

Chk1 Mouse anti Chk1 (1:300) goat anti-mouse IgG (H+L), horseradish peroxidase conjugated

RPA32 pS33 Rabbit anti RPA32 pS33 ( 1:3000 ) goat anti-rabbit IgG (H+L), horseradish peroxidase conjugated

RPA32 Mouse anti RPA32 ( 1:2000 )

GAPDH Mouse anti GAPDH ( 1:2000 )

ATM pS1981 Rabbit anti ATM pS1981 ( 1:5000 )

ATM Rabbit anti ATM ( 1:3000 )

Chk2 pT68 Rabbit anti Chk2 pT68 ( 1:1000 )

Chk2 Mouse anti Chk2 ( 1:1000 ) goat anti-mouse IgG (H+L), horseradish peroxidase conjugated

goat anti-rabbit IgG (H+L), horseradish peroxidase conjugated

goat anti-rabbit IgG (H+L), horseradish peroxidase conjugated

goat anti-mouse IgG (H+L), horseradish peroxidase conjugated

標示蛋白 一級抗體 (稀釋比例) 二級抗體 (皆為 1:400 稀釋) (顏色)

Mouse anti γH2AX ( 1:500 ) goat anti-mouse IgG ( 555 )

Rabbit anti γH2AX ( 1:500 ) goat anti-rabbit IgG ( 555 )

RPA32 Mouse anti RPA32 ( 1:800 ) goat anti-mouse IgG ( 488 )

RPA32 pS4/S8 Rabbit anti RPA32 pS4/S8 ( 1:500 )

pATM Rabbit anti pATM ( 1:500 )

pDNA-PK Rabbit anti pDNA-PK ( 1:500 )

γH2AX

goat anti-rabbit IgG ( 488 )
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三、 器材 

    LUNA-II Automated Cell Counter (自動細胞計數器)、細胞培養箱、電動吸管、微量吸管

分注器、真空吸取器、無菌操作台、恆溫水浴槽、10 公分培養皿、6 公分培養皿、冰塊、離

心機、15mL 離心管、50mL 離心管、6 孔盤、12 孔盤、96 孔盤、乾浴器、電泳槽、電源供

應器、轉漬槽、振盪機 (Shaker)、電腦、多功能微量盤檢測儀、Celleste 4.1 64-bit 軟體、Kaluza 

Analysis 軟體、M7000 軟體、Bio-Rad ChemiDoc 

 

     肆、研究過程或方法 

一、研究架構圖 

 

 

二、 細胞培養 

    體外培養的細胞株 HeLa 與 U2OS 是研究 DNA 損傷反應常使用的細胞模式。將人類子

宮頸癌細胞 HeLa 及骨肉瘤細胞 U2OS 分別培養在含有 10%牛血清白蛋白 (BSA) 及 1.5% 

P/S (Penicillin/Streptomycin，青黴素/鏈黴素) 的 DMEM Medium 培養基 (DMEM-1.5%P/S) 

的 10 公分培養皿中，並放置到 37℃、5%二氧化碳的培養箱 (incubator) 。視細胞生長速

度，約 2-3 天更換培養基。 
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三、 細胞繼代 

    當細胞生長約九分滿時，將進行細胞繼代。先以 suction 移除舊的培養基，以 5mL PBS 

(Phosphate buffered saline，清洗緩衝液) 清洗一次，將 PBS 移除後再加入 1.5 mL trypsin-EDTA，

放入培養箱 1 分鐘至 1.5 分鐘。取出後用手輕拍培養皿使細胞浮起。加入 5 mL 培養基沖刷細

胞，裝入 15 c.c.離心管並將其離心 (1000 rpm、4 分鐘) 。等待離心同時取出新的培養皿，加

入 9 mL 培養基，並標明細胞名與日期。使用 suction 將上清液移除，加入 4-8 mL 培養基回溶

打散細胞 (HeLa 加入 8 mL 培養基，U2OS 則加入 4 mL)，再取適量細胞種回新的培養皿。 

 

四、 使 HDAC7 基因沉默 (knock down) 

    為得知 HDAC7 對 DNA 損傷修復有無影響，我們利用 siRNA 基因沉默 HeLa 與 U2OS

細胞 HDAC7 蛋白的表現。將 RNAi 及 RNAiMAX 以 1:2 的比例混合配置於 Opti-MEM 中，

在室溫下靜置 15 分鐘以上。將細胞種入六孔盤或十二孔盤後，均勻加入配好的 siRNA 混合

物，放置到培養箱培養。64 小時後加藥處理或進行其他實驗。 

 

五、 加藥 

    將基因沉默 HDAC7 後的細胞取出，每格均勻加入適當濃度及劑量的藥物 Camptothecin 

(CPT) 1 μM 或者細胞週期抑制劑 Hydroxyurea (HU) 1 mM，對照組則加入 DMSO。將細胞放

回培養箱培養，1 小時後進行下一步實驗或收 Western Blot 的 sample。 

 

六、 西方墨點法 (Western Blot) 

    將收下來的樣品進行十二烷機硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳 (SDS-PAGE)，先製作適當濃

度 (8-9%) 的凝膠，加入樣品後以電壓 90 伏特電泳直至上下膠交界處，改為以 100-120 伏特

電泳約 1.5 小時。將海綿、濾紙、電泳完成的凝膠、PVDF Membrane、濾紙、海綿依序夾在

Gel Holder Cassette 中，放入轉漬槽，並加入 Transfer Buffer，以 100 毫安培轉漬過夜或以

250-270 毫安培轉漬 2 小時。接著使用 5%脫脂奶粉 in TBST 進行 Blocking 10 分鐘，在裁切後

加入事先配好濃度的一級抗體在室溫下反應 2小時或在冷房中過夜反應。在回收一級抗體後，

使用 TBST 洗 Membrane 3 次，每次 8 分鐘。加入配好的二級抗體，在室溫下反應 50 分鐘後，

亦使用 TBST 洗 3 次，每次 8 分鐘。最後加入 ECL 進行反應，並以 Bio-Rad ChemiDoc 拍攝

電子影像。 
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七、 免疫螢光染色 (Immunofluorescence, IF)  

    將加藥處理後的六孔盤從培養箱取出，放置於冰上。移除培養基，加入 1 mL ice-cold PBS 

潤洗一次，移除 PBS。再加入 1 mL PBS/0.5% Triton X-100，等待 5 分鐘。移除 PBS/0.5% Triton 

X-100，加入 1 mL ice-cold PBS 潤洗一次，再移除 PBS。將六孔盤從冰上移至桌面，加入 1 

mL 4% PFA 固定，等待 15 分鐘，再移除 4% PFA，放回冰上。加入 1 mL ice-cold PBS 潤洗

一次，移除 PBS。再加入 1mL PBS/0.5% Triton X-100，此次改為等待 2 分鐘。移除 PBS/0.5% 

Triton X-100，加入 1 mL ice-cold PBS 潤洗一次，再移除 PBS。接著將六孔盤移至桌上，加

入 1 mL 3% BSA in PBS-T 進行 Blocking，等待 30 分鐘以上，同時配製要使用的兩種一級抗

體。將 3% BSA in PBS/0.05% Tween 20 移除，加入 95μL 第一種一級抗體，室溫下等待 1.5

小時。加入 1 mL 0.05% Tween 20 in PBS 放至振盪器 (rpm55-60) 潤洗 5 分鐘，再移除 0.05% 

Tween 20 in PBS，加入 95μL 第二種一級抗體。在蓋玻片上蓋上石蠟 (Parafilm) 並在六孔

盤外圍封上石蠟避免水氣蒸發，放入冷房過夜。 

隔天從冷房取出六孔盤，加入 1 mL 0.05% Tween 20 in PBS，放至振盪器潤洗三次 

(rpm55)，每次 7 分鐘，同時配製二級抗體。將 0.05% Tween 20 in PBS 移除，加入 95μL 二

級抗體，蓋上鋁箔，室溫避光 1 小時。加入 0.05% Tween 20 in PBS 放至振盪器潤洗兩次

(rpm55)，每次 7 分鐘，需避光。加入 1 mL DAPI in 0.05% Tween 20 in PBS，放至振盪器避

光潤洗 10 分鐘 (rpm55)。移除 DAPI-PBS-T，加入 PBS。取出載玻片並標明日期、細胞名、

使用 siRNA、用藥處理與抗體。在載玻片兩側分別滴上適量 Mounting Solution，分別將沒有

加藥處理與有加藥處理的細胞所黏附的蓋玻片小心蓋上，並放至黑暗處避光，等待一個晚上。

隔天再使用指甲油塗抹蓋玻片四周，完成封片，放入 4℃冰箱保存。玻片製作完成後再使用

螢光顯微鏡拍照紀錄實驗結果。 

 

八、 雷射 

在使細胞中的 HDAC7 基因沉默後，種入 4 chamber 中。48 小時後，避光並移除培養基，

加入 PBS 清洗一次，將 PBS 移除後再加入含有 BrdU 的培養基。24 小時後避光移除並加入

PBS 清洗一次，接著移除 PBS 後，加入不含 Phenol Red 的培養基，並照射雷射以造成 DNA

損傷。照射完雷射後，放進培養箱 recovery 1 或 2 小時，接著使用免疫螢光染色。 
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九、 流式細胞儀 (Flow cytometry) 

    加入配好濃度的 EdU 及等量 DMEM，放入培養箱等待 30 分鐘。之後收集細胞並以 PBS

潤洗一次。接著移至冰上，加入 250 μL ice-cold PBS in 1 mM EDTA，隨即加入 750 μL ice-cold 

99.8% EtOH 進行細胞固定。最後放入-30℃冰箱至少一個晚上，之後使用 Click-iT-Alexa-647

反應試劑與之反應，並以流式細胞儀檢測在對照組及 HDAC7 基因沉默的組別中，細胞進入

S phase 的比例。 

 

十、 細胞活力檢測系統 (Cell Titer-Glo 2.0 Cell Viability Assay) 

    將細胞種入多功能微量盤，20 小時內加入抗癌藥物 HU 及 CPT。三至四天後加入 Cell 

Titer-Glo 2.0，避光 10 分鐘後使用多功能微量盤檢測儀測定。並分別將加入濃度 0.5 mM 、 

0.25 mM、0.125 mM、0.0625 mM 的 HU 及濃度 50 nM、25 nM、12.5 nM 的 CPT 藥物處理

組別所得出的吸光值分別除以未加藥處理 (加入 DMSO) 組別的吸光值，其算出的比值即代

表存活率。接著比較在加入不同濃度的藥物處理之下，對照組及 HDAC7 基因沉默的組別中

細胞存活率的差異。 

 

十一、細胞群落形成能力實驗 (Colony Formation Assay) 

    將細胞種入六孔盤(每孔 400 顆細胞)，在基因沉默 HDAC7 後放入培養箱培養。三天後

取出分別加入濃度 200 nM、100 nM、50 nM 的抗癌藥物 Gemcitabine。放入培養箱培養，約

二至三天更換一次培養基。根據細胞生長情況，十至十四天後將六孔盤取出，加入 100%冰

甲醇 (MeOH) 固定細胞，並使用結晶紫 (Cystal Violet) 染色，風乾一天後再計算細胞群落

的數量。接著將加入不同濃度藥物處理之下的細胞群落數量分別除以未加藥處理下的細胞群

落數量。以觀察在加入不同濃度的藥物處理之下，對照組及 HDAC7 基因沉默的組別中細胞

群落形成能力是否有差異。 
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伍、研究結果 

一、 利用西方墨點法 (Western Blot) 檢測 HDAC7 基因沉默對於 ATR、ATM、Chk1、Chk2

及 RPA 表現量及磷酸化的影響 

 

HDAC7 被報導可能具有 SUMO E3 的功能，而 SUMO 已知可以調控 DNA 損傷反應。

為進一步探討該蛋白於 DNA 損傷反應中的角色，首先利用 siRNA 沉默細胞中 HDAC7 基因

的表現，64 小時後再給予細胞不同的藥物 CPT 及 HU。其中 CPT 可以抑制第一型拓樸異

構酶，使複製叉停滯，最終導致 DNA 雙股斷裂; 而 HU 可以抑制 DNA 複製，造成 DNA 複

製壓力。兩者造成的損傷不同，但均可誘發 DNA 損傷信號進而分別活化 ATM-Chk2 與

ATR-Chk1 路徑。磷酸化的 ATM 與 ATR 分別會磷酸化下游蛋白 Chk2 與 Chk1 以及其他 DNA

損傷反應的蛋白以進行訊息傳導。磷酸化的 Chk1 會磷酸化 Cdc25 A/C 蛋白，促使其被降解。

Cdc25 家族可以調控細胞週期的重要 CDK (cyclin-dependent kinase) 複合物，當 Cdc25 A/C

被降解後，將使細胞週期發生阻滯。透過西方墨點法檢測 ATR、ATM、Chk1、Chk2、RPA

及其他 DNA 損傷反應蛋白磷酸化的量，由其磷酸化量的變化可以得知 HDAC7 在 DNA 損

傷反應中的角色。 

本實驗首先觀察的是 ATR-Chk1 pathway，使用 HeLa 細胞的結果如圖二 (A) 及 (B) ，

使用 U2OS 細胞的結果如圖二 (D)，可得知使 HDAC7 基因沉默後，細胞中 HDAC7 蛋白幾

乎消失殆盡顯示 siRNA 成功地干擾 HDAC7 蛋白的生成。接著觀察到 ATR pT1989 的量與對

照組並無明顯差異。在對照組細胞中觀察到 Chk1 pS345 在加藥處理後有明顯增加，而在

HDAC7 基因沉默的細胞中 Chk1 S345 磷酸化的量與對照組比較則有顯著下降。RPA32 S33

也是 ATR 專一的磷酸化位點，則在 CPT 處理下有明顯增加這是因為 RPA32 最終會被數個

激酶在不同位點磷酸化。相較於對照組，使 HDAC7 基因沉默後的 RPA32 pS33 同樣也有顯

著減少。由此結果可知，HDAC7 在 DNA 損傷後可能參與在 ATR-Chk1 訊息傳遞的調控。 

另外本實驗也使用 HeLa 細胞觀察了 ATM-Chk2 pathway，結果如圖二 (C)。一樣可以

觀察到在使 HDAC7 基因沉默後，細胞中 HDAC7 蛋白幾乎消失殆盡，顯示 siRNA 成功地

干擾 HDAC7 蛋白的生成。接著觀察到 ATM pS1981 的量與對照組並無明顯差異。在對照組

細胞中觀察到 Chk2 pT68 在加藥處理後有明顯增加，而在 HDAC7 基因沉默的細胞中 Chk2 

T68 磷酸化的量與對照組比較則有顯著下降。由此結果可知，HDAC7 在 DNA 損傷後可能

參與在 ATM-Chk2 訊息傳遞的調控。 
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圖二、DNA 損傷後細胞週期檢查點的活化需要 HDAC7 

(A 和 B) 人類子宮頸癌細胞株 HeLa 分別在未加藥 (加入 DMSO) 以及加入抗癌藥物 CPT (A)、

HU (B) 造成 DNA 損傷的處理下，比較有無使 HDAC7 基因沉默的細胞中，DNA 損傷修復蛋

白 ATR、Chk1 及 RPA32 磷酸化的量 

(C) 人類子宮頸癌細胞株 HeLa 分別在未加藥 (加入 DMSO) 以及加入抗癌藥物 CPT 造成

DNA 損傷的處理下，比較有無使 HDAC7 基因沉默的細胞中，DNA 損傷修復蛋白 ATM 及

Chk2 磷酸化的量 

(D) 人類骨肉瘤細胞株 U2OS 分別在未加藥 (加入 DMSO) 以及加入抗癌藥物 HU、CPT 造

成 DNA 損傷的處理下，比較有無使 HDAC7 基因沉默的細胞中，DNA 損傷修復蛋白 ATR、

Chk1 及 RPA 磷酸化的量  
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二、免疫螢光染色 (Immunofluorescence, IF) 檢測 HDAC7 對於 RPA 及 H2AX 磷酸化的影響 

 

得知 HDAC7 可以調控 ATR-Chk1 訊息路徑，接下來希望知道 HDAC7 到底如何影響該

路徑的活化。細胞免疫螢光染色可以觀察細胞在基因沉默 HDAC7 的表現後， DNA 損傷反

應因子如 RPA32、γH2AX 及其他 DNA 損傷反應蛋白在 DNA 損傷位點的聚合先後順序，藉

以釐清 HDAC7 參與的位置。 

γH2AX 可由 ATM、ATR 磷酸化 H2AX 所產生，是 DNA 雙股斷裂的標記，也是 CPT

處理後首先要觀察到的。由圖三 (B) 及 (C) 可以看出，HeLa 細胞加入 CPT 1 μM 處理 1

小時後，與對照組相比在 HDAC7 基因沉默的組別中，出現 γH2AX 的細胞的數量約略下降

了 12~14%，具顯著差異。另一方面，DNA 雙股斷裂後若進行同源重組修復，斷裂處的 DNA

會被核酸外切酶切割產生單股 DNA 末端，單股 DNA 會再被 RPA 蛋白結合。由圖三 (B) 及 

(E) 可知，在 HDAC7 基因沉默的組別中，出現 RPA32 的細胞數量亦下降了約 8~10%。根

據此結果，推論 HDAC7 對於 DNA 雙股斷裂的損傷修復反應至關重要。 

另外本實驗也將 HeLa 細胞用 UV 20 J /m²照射後 recovery 1 小時，結果如圖三 (G) 及

(H)-(K)。可以觀察到在 UV 處理下損傷蛋白 γH2AX 及 RPA32 活化的比例與 CPT 處理下的

組別的結果相似。 

而由圖四可以看出，加入 CPT 1 μM 處理 1 小時後，在 HDAC7 基因沉默的細胞中

RPA32 S4/S8 的磷酸化明顯下降，而 RPA32 S4/S8 的下降會造成複製壓力與有絲分裂的缺陷。

過去研究已知 DNA-PK 是負責 RPA32 S4/S8 磷酸化的激酶，此結果暗示 HDAC7 除了影響

ATR-Chk1 pathway 外，亦可能影響 DNA-PK 的活性。 
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圖三、HDAC7 對 DNA 雙股斷裂 (DSBs) 的損傷修反應很重要 

人類子宮頸癌細胞株 HeLa 在轉染 control 與 HDAC7 siRNA 後，使用 1 μM CPT 處理 1 小時，

或用 UV 20 J /m²照射後 recovery 1 小時，然後進行免疫螢光染色。 

(A，B 和 G) 基因沉默 HDAC7 的細胞與對照組 (siControl) 分別在未加藥 (A) 、加入 CPT (B) 

處理及照射 UV (G) 後，損傷蛋白 γH2AX 與 RPA32 活化及聚集的情形 

(C，D，E 和 F) 是對 (A) 和 (B) 進行 CPT 處理的樣品的分析。在 (C) 和 (E) 中定量了具

有 γH2AX 和 RPA32 foci 的細胞比例。 在 (D) 和 (F) 中定量了 γH2AX 和 RPA32 免疫螢光

的強度。圖表為兩次實驗平均值，每組分別計數超過 800 顆細胞 

(H，I，J 和 K) 是對 (G) 的 UV 照射的樣品的分析。在 (H) 和 (J) 中定量了具有 γH2AX 和

RPA32 foci 的細胞比例。 在 (I) 和 (K) 中定量了 γH2AX 和 RPA32 免疫螢光的強度。每組

分別計數超過 800 顆細胞  
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圖四、DNA 損傷修復蛋白 RPA32 Ser4/8 的磷酸化需要 HDAC7 

人類子宮頸癌細胞株 HeLa 在轉染 control 與 HDAC7 siRNA 後，使用 1 μM CPT 處理 1 小時，

然後進行免疫螢光染色。 

(A) 基因沉默 HDAC7 的細胞與對照組 (siControl) 在 CPT 處理下，損傷蛋白 γH2AX 與

RPA32 pS4/S8 活化及聚集的情形 

(B) 是對 (A) 和 (B) 進行 CPT 處理的樣品的分析。定量具有 RPA32 pS4/S8 foci 的細胞的比

例。每組分別計數超過 800 顆細胞 

(C) 定量 RPA32 pS4/S8 免疫螢光的強度。每組分別計數超過 800 顆細胞 

由圖三及圖四的免疫螢光染色實驗分別了解到基因沉默 HDAC7 會影響 γH2AX 的聚集
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以及 RPA32 S4/S8 磷酸化，接下來我們改用雷射造成 DNA 損傷，以更精確觀察在雷射處理

的路徑上，DNA 損傷反應因子如 ATM、DNA-PK、γH2AX 在損傷位點的聚合情形。 

由圖五 (A) 及 (B) 可以看出，HeLa 細胞在雷射 power 60%照射後 recovery 1 小時，

與對照組相比在 HDAC7 基因沉默的組別中，磷酸化 ATM 疊合至 γH2AX 的細胞的比例下

降了約 20%，但在基因沉默 HDAC7 組別與對照組相比仍有 77%的疊合比例。根據此結果，

推論 HDAC7 會微幅影響磷酸化 ATM 聚集至損傷位點。由於 DNA-PK 是負責 RPA32 S4/S8

磷酸化的激酶，而在圖五 (C) 及 (D) 可以看出，在基因沉默 HDAC7 的組別中磷酸化

DNA-PK 疊合至 γH2AX 的細胞的比例則下降了約 30%，且與對照組相比只剩下 39%的疊合

比例，減少幅度較磷酸化 ATM 大。因此推論 HDAC7 明顯影響 DNA-PK 的磷酸化和其至損

傷位點的聚集。 

 

 

 

 

  

 

  

siControl siHDAC7-1

γH2AX positive 411 428

ATM pS1981 positive 391 293

pATM+/γH2AX+ 0.887 0.685
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圖五、HDAC7 基因沉默會抑制磷酸化 ATM 以及磷酸化 DNA-PK 聚集至損傷位點 

(A 和 C) 使 HDAC7 基因沉默後，照射雷射並觀察 γH2AX 與磷酸化 ATM (A) 以及磷酸化

DNA-PK (C) 在損傷位點的疊合情形。 

(B 和 D) 定量具有 γH2AX 及磷酸化 ATM (B) 以及磷酸化 DNA-PK (D) 的細胞的比例，每組

分別計數超過 500 顆細胞。再計算出疊合比例，轉為柱狀圖表示。 

siControl siHDAC7-1

γH2AX positive 536 437

pDNA-PK positive 259 83

pDNA-PK+/γH2AX+ 0.483 0.189
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三、流式細胞儀 (Flow cytometry) 檢測 HDAC7 對於細胞週期進程的影響 

 

在細胞週期中，DNA 含量會發生週期性的變化。使用螢光染劑對待測細胞進行染色，

再操作流式細胞儀檢測訊號強度，可得知染色細胞之細胞週期各時期 DNA 表現量。藉由分

析各時期的百分比，觀察細胞週期是否發生阻滯或改變。 

本實驗進行了三次，得出的結果非常接近，故而使用第一次實驗的圖像作為代表，並附

上三次實驗的平均值，如圖六。由圖中細胞進入 S phase 的比例可以看出，與對照組 (siControl) 

相比，在使 HDAC7-1 位置基因沉默後對於原本的細胞週期幾乎沒有影響，而在使 HDAC7-2

位置基因沉默後進入 S phase 的細胞的比例微幅下降，與對照組相比約略減少 4~5%，推測

siHDAC7-2 可能有其他脫靶效應導致進入 S phase 的細胞比例降低。整體而言，HDAC7 基

因沉默後對細胞進入 S phase 沒有顯著影響。 

 

 

圖六、HDAC7 基因沉默不會顯著影響 DNA 的合成和細胞週期進程 

將 HeLa 細胞轉染 control 或 HDAC7 siRNA，並使用 10 μM EdU incubate 30 分鐘。根據製造

商的 protocol，使用 Click-iT Plus EdU Alexa Fluor 647 Flow Cytometry Assay Kit 處理細胞。使

用 EdU incorporation 分析 DNA 合成，並使用 PI 染色分析 DNA 含量。DNA 合成的平均值來

自 3 個獨立的實驗。 
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四、細胞活力檢測系統 (Cell Titer-Glo 2.0 Cell Viability Assay) 檢測使 HDAC7 基因沉默的癌

細胞對 DNA 損傷的敏感度 

 

利用多功能微量盤檢測儀測定，分別實驗比較對照組及使 HDAC7 基因沉默的細胞在加

入不同濃度的 HU 及 CPT 藥物後，細胞存活率的差異。由此觀察使 HDAC7 基因沉默的癌細

胞是否會在 DNA 損傷後存活率下降，進而提供抗癌藥物發展的基礎。 

    由圖七 (A) 可以看出，在加入高濃度的 HU 後，有無基因沉默 HDAC7 的細胞存活率並

無差異，推測是因為藥物的劑量已高於含有 HDAC7 基因的細胞所能承受的量。而在中間濃

度的 HU 處理下，可看出使 HDAC7 基因沉默的細胞的存活率下降約 20%，具顯著差異，故

推測使 HDAC7 基因沉默的細胞有可能在 HU 造成的複製壓力下更不易存活。 

    由圖七 (B) 可以看出，在加入高濃度的 CPT 後，有無基因沉默 HDAC7 的細胞的存活率

並無差異，推測是因為藥物的劑量已高於含有 HDAC7 基因的細胞所能承受的量。但在中間

濃度的 CPT 處理下，可看出在使 HDAC7 基因沉默的細胞存活率有下降。 

  

 

               

圖七、基因沉默 HDAC7 會造成 HeLa 細胞對於 genotoxic agents 更加敏感 

將使用 control 或 HDAC7 siRNA 轉染的 HeLa 細胞種在 96 孔盤中，並分別加入不同濃度的

HU (A) 或 CPT (B) 處理 4 天。使用 CellTilter-Glo 2.0 分析細胞活力，比較細胞存活率。 
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五、細胞群落形成能力實驗 (Colony Formation Assay) 檢測使 HDAC7 基因沉默的癌細胞在

DNA 損傷後細胞群落形成是否受到影響 

 

    等待細胞群落約成長至 1 mm 時，則使用 100%冰甲醇固定並使用結晶紫染色，觀察在不

同濃度 Gemcitabine 處理下，對照組以及基因沉默 HDAC7 的組別中，細胞群落形成的差異。 

由圖八可以觀察到，在加入抗癌藥物 Gemcitabine 100nM 處理下，基因沉默 HDAC7 的

組別與對照組相比，細胞群落形成的比例下降了約 30~40%，具顯著差異。可知基因沉默

HDAC7 會使細胞群落形成能力下降。 

       

 

    
 

圖八、HDAC7 基因沉默配合抗癌藥物 Gemcitabine 處理會使細胞群落形成能力下降 

使 HDAC7 基因沉默後，加入不同濃度的 Gemcitabine 處理並比較細胞群落形成能力。照片

為細胞群落實際生長情形，將不同濃度 Gemcitabine 處理的組別中細胞群落數量定量為折線

圖。 
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陸、討論 

    HDAC 家族成員已被證實與癌症形成高度相關，例如 HDAC1、HDAC2 在胃癌中有過

量表現(Choi et al., 2001; Song et al., 2005)，而在大腸癌和乳癌中 HDAC1、HDAC3 以及

HDAC6 也會過量表現(Wilson et al., 2006; Zhang et al., 2004)。除了影響組蛋白，HDACs 也

會影響其他非組蛋白如 p53，乙醯化的 p53 較穩定且具有活性，可活化細胞週期檢查點，造

成細胞週期停滯或死亡。這些由 HDAC 所調控的蛋白皆是調節基因表達、分化、發育以及

維持細胞穩定的重要因子。而這些特性使 HDACs 在癌症中發揮重要的功能，成為有潛力的

抗癌標靶(Ropero, Esteller, 2007)。 

    本研究中，我們首次發現 HDAC7 參與在 DNA 損傷修復反應中，影響 ATR-Chk1 及

ATM-Chk2 兩條訊息傳遞路徑。根據西方墨點法的結果，推測 HDAC7 不影響 ATR 及 ATM

的磷酸化，而是造成下游 Chk1 S345、Chk2 T68 及 RPA32 S33 的磷酸化。其中，RPA32 pS33

在 CPT 處理下有大量表現，而 CPT 主要是造成 DNA 雙股斷裂， DNA 雙股斷裂出現時外

切酶會從斷裂處的 5’ 端開始分解 DNA，進而出現單股 DNA。此時，RPA 會接合上去，並

吸引其他損傷修復蛋白結合，經過一系列的活化使 RPA32 磷酸化成 RPA32 pS33。磷酸化

的 RPA32 S33 作為 ATR-Chk1 pathway 的下游蛋白會再吸引其他損傷修復因子以修復受損

DNA。雖然 HU 所造成的單股斷裂理應使 RPA32 S33 磷酸化，但根據實驗結果，推測是 HU

造成單股斷裂的損傷程度較 CPT 所造成雙股斷裂的損傷程度小，故而使 RPA32 S33 磷酸化

較少。 

    根據免疫螢光染色的結果，發現在使 HDAC7 基因沉默的組別中，γH2AX 的比例下降，

是造成 Chk1、Chk2、RPA32 磷酸化減少的部份原因。然而，當 DNA 產生雙股斷裂，RPA32

磷酸化下降的幅度小於 γH2AX，其原因可能有二，其一是 RPA 仍能正常運作，但外切酶所

分解而露出的單股 DNA 長度變短，使 RPA 能接合上去的空間減少，故而 RPA 的量減少。另

一則是 RPA 本身接合至單股 DNA 的能力受到影響，造成 RPA 接合至單股 DNA 的速率變慢，

或是使 RPA 接合在單股 DNA 上的時間縮短。 

    在西方墨點法中，基因沉默 HDAC7 後，磷酸化 ATM 並無差異，然而在雷射後免疫螢光

染色中，磷酸化 ATM 聚集至損傷位點的比例卻有微幅下降。推測是細胞中的磷酸化 ATM 總

量不變，然而其聚集至 DNA 損傷位點的能力有受到影響。 

根據流式細胞儀實驗的結果，基因沉默 HDAC7 並不會影響細胞進入 S phase。因此可

以得知 HDAC7 基因沉默導致的細胞週期檢查點不活化並非發生在 G1/S phase，未來還需要

檢測其他的細胞週期檢查點，以釐清 HDAC7 的作用時機。 
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    在細胞存活率的實驗當中，加入最高濃度的藥劑對細胞存活率及細胞群落形成的能力沒

有明顯差別，推測是因為藥物的劑量已高於細胞所能承受的量而導致細胞皆死亡，進而也使

細胞群落無法形成。而無論在中間劑量的 HU 或 CPT 處理下，HDAC7 基因沉默的組別的細

胞存活率下降；在 Gemcitabine 處理下，細胞群落形成比例也降低，代表基因沉默 HDAC7

的癌細胞對於 DNA 損傷藥物會更加敏感，也減弱其形成細胞群落的能力。 

 

 

柒、結論 

    本研究探討在 HeLa 或 U2OS 細胞株中，HDAC7 於 DNA 損傷修復反應中所扮演的角色，

我們將實驗結果整理如圖九並條列重點如下： 

 

 

圖九、HDAC7 在 DNA 損傷反應中的作用示意圖 

HDAC7 對於細胞週期檢查點的活化以及因應複製壓力形成 DNA DSBs 至關重要。在基因沉

默 HDAC7 的情況下，細胞無法活化 ATR-Chk1 和 ATM-Chk2 路徑，並且在 DNA 損傷藥物

處理下更容易死亡。虛線代表該路徑受到抑制。 
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一、使 HDAC7 基因沉默後，Chk1、Chk2、RPA32 及 H2AX 等損傷修復蛋白磷酸化的量下

降，進而抑制細胞週期檢查點的活化，使 DNA 無法進行修復，導致基因體不穩定，促

使細胞凋亡。 

 

二、使 HDAC7 基因沉默後，RPA32 Ser4/8 聚集至損傷位點的情形明顯下降，故 HDAC7 對

於 RPA32 Ser4 / 8 的磷酸化至關重要。 

 

三、使 HDAC7 基因沉默後，磷酸化 ATM 以及磷酸化 DNA-PK 的聚集皆受到影響，且磷酸

化 DNA-PK 與 γH2AX 的疊合比例下降程度高。 

 

四、使 HDAC7 基因沉默的癌細胞在 DNA 損傷藥物 (CPT 和 HU) 造成的 DNA 損傷下存活

率降低。 

 

五、在抗癌藥物 Gemcitabine 造成 DNA 損傷後，基因沉默 HDAC7 的癌細胞的細胞群落形

成能力下降。 

 

六、未來希望將能使 HDAC7 作為生物分子標的，並使用現有的 HDAC 抑制劑或者 siRNA

來減少 HDAC7 的活性或含量，同時搭配造成 DNA 損傷的藥物或放射治療以達到更有

效毒殺癌細胞的目標，並用於相關探討及癌症治療，如標靶藥物的開發等實際應用層

面。 
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作品海報 

【評語】052008  

本研究目的在於探討 HDAC7 在 DNA損傷反應中的角色，

使用西方墨點法、免疫螢光染色、流式細胞儀分析、細胞活力檢

測系統和細胞群落形成能力實驗，發現以 RNAi技術將細胞的

HDAC7 基因沉默後會降低 DNA損傷引起的 ATR-Chk1 及

ATM-Chk2 訊號強度，使不能有效率活化檢查點，並對 DNA損

傷藥物較敏感。由以上結果顯示，HDAC7 有潛力做為抗癌藥物

研發的新目標。數據跟結果非常的豐富，統計分析可以再加強，

siRNA控制實驗及免疫螢光染色實驗可以再清楚呈現，整體而言

研究結果應用性可期待。  
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圖一、DNA損傷後訊息傳遞圖 
 

 過往一直認為 ATR-Chk1 和 ATM-Chk2 的活化過程中僅是一系列蛋白的磷酸化。然而越來

越多的證據顯示在磷酸化之外，包含小泛素化、乙醯化等轉譯後修飾也扮演著相當重要的調控

角色。至今為止，關於HDAC7的研究甚少，鑑於HDAC7具有雙重酵素活性，本研究欲了解它

是否參與在DNA損傷反應中並希望找出它的作用機制，更希望透過降低HDAC7的表現抑制腫

瘤生長，作為抗癌藥物研發的標的。 

研究動機與目的 

研究架構 

圖二、研究架構及方法 

一、DNA損傷反應  

 DNA帶有重要遺傳信息，且容易受到不同

類型的損傷。積累的DNA損傷會導致基因體

不穩定，進而導致癌症發生。為了維持基因體

穩定性，細胞利用DNA損傷反應偵測與修復

DNA損傷，包含兩個主要的訊息傳遞路徑︰ 

  1. ATR-Chk1 pathway 

        當DNA單股斷裂，RPA會接合至單股

DNA並使ATR磷酸化。活化的ATR會磷酸化

Chk1、RPA32等蛋白，磷酸化的Chk1會活化

細胞週期檢查點，使細胞進行DNA修復。而

磷酸化的RPA32會讓其他激酶加入且磷酸化

RPA的其他位點如S4/S8，使更多DNA損傷修

復蛋白加入。 

  2. ATM-Chk2 pathway 

        當DNA雙股斷裂時，ATM會磷酸化。磷

酸化的ATM再使H2AX磷酸化成γH2AX以進行

同源重組修復，同時也磷酸化Chk2 T68位點。 

 

研究背景 

二、組蛋白脫乙醯酶  

 (Histone deacetylase, HDAC) 

 許多研究顯示HDAC家族成員與癌症形成

高度相關，HDACs可將組織蛋白或其他非組織

蛋白上的乙醯基移除，影響基因的表現及蛋白

質的穩定性與功能。已知使用HDAC抑制劑會

降低DNA損傷修復反應，使癌細胞對DNA損

傷藥物更為敏感。 

 

三、DNA損傷藥物處理 

        本研究欲探討HDAC7在DNA損傷反應

中所扮演的角色，利用不同方法造成細胞的

DNA損傷，整理如表一︰ 

  表一、DNA損傷藥物與功能 
 DNA損傷藥物 功能

CPT (Camptothecin) 造成DNA雙股斷裂

HU (Hydroxyurea) 造成DNA單股斷裂

Gemcitabine 抑制DNA複製

UV (ultraviolet) 造成DNA雙股斷裂

雷射 造成DNA雙股斷裂



B 

研究結果  

三、 HDAC7基因沉默會抑
制RPA32 Ser4/8的磷酸化 

 

四、HDAC7基因沉默會抑制 pATM及pDNA-PK聚集至損傷位點  

二、HDAC7基因沉默會抑制DNA損傷修復蛋白聚集至損傷位點  

圖三、使HeLa cell (A) (B) (C) 與U2OS cell (D) (E) 的HDAC7基因沉默後，加入DNA損傷藥物1 mM的HU 、 1 μM的CPT 1小時，
以西方墨點法分析DNA損傷修復蛋白的表現情形。 

A B 

一、HDAC7基因沉默會抑制ATR-Chk1及ATM-Chk2 兩條訊息傳遞路徑  

• HDAC7基因沉默不影響ATM、ATR的磷酸化，但會抑制Chk1、Chk2及RPA32的磷酸化 

圖四、HDAC7基因沉默後，未加藥處理 (A) 及加入CPT處理 (B) 之免疫螢光染色結果，
(C) 和 (D) 分別定量了 (B)中具有γH2AX和RPA32 foci的細胞比例。照射UV的結果 (E)，
γH2AX和 RPA32分別定量為 (F) 和 (G)。 

圖五、使HDAC7基因沉默後，(A)

為經過CPT處理後之免疫螢光染色
結果，(B) 為 (A) 具RPA32 pS4/S8 

foci的細胞比例定量圖。 

圖六、使HDAC7基因沉默後，照射雷射並觀察 γH2AX 與pATM (A) 及pDNA-PK (B) 在損傷位點的疊合情形。 

C 

B A 

D E 

HeLa cell U2OS cell 



一、HDAC7基因沉默後，Chk1、Chk2、RPA及H2AX等損傷修復蛋白磷酸化表現量下降，
進而抑制細胞週期檢查點的活化，使DNA無法進行修復，導致基因體不穩定，促使細
胞凋亡。 

 

二、HDAC7對於RPA32 Ser4/8的磷酸化至關重要，並且也會抑制磷酸化ATM與磷酸化
DNA-PK聚集至損傷位點。 

 

三、HDAC7基因沉默使癌細胞對造成DNA損傷之抗癌藥物更加敏感，可以降低化療藥物
使用量，進而減少抗藥性及副作用、提高患者生活品質。 

 

四、希望以HDAC7作為生物分子標的，利用HDAC抑制劑或siRNA減少HDAC7的表現，並
搭配造成DNA損傷的藥物或放射治療以達到更有效毒殺癌細胞的目標。 

 

結論 
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圖九、HDAC7在DNA損傷反應中的作用示意圖  (虛線表示該路徑受到抑制) 

A B 

五、HDAC7基因沉默使癌細胞對於抗癌藥物 HU、 CPT 更加敏感 

圖七、使HDAC7基因沉默後，比較分別加入不同濃度的 HU (A) 或 CPT (B) 處理後的細胞存活率。 

六、HDAC7基因沉默配合抗癌藥物 Gemcitabine 處理會使細胞群落形成能力下降更明顯 

圖八、使HDAC7基因沉默後，加入不同濃度的 Gemcitabine 處理，並比較細胞群落形成能力。 

討論 
一、在免疫螢光染色中，RPA32下降約10%，推測其下降是因為γH2AX的下降所造成。 
 

二、在西方墨點法中，基因沉默HDAC7後，pATM並無差異，然而在免疫螢光染色中，
pATM聚集至損傷位點的比例卻有下降，推測是細胞中的pATM總量不變，然而聚集
至DNA損傷位點的能力受到影響。 
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