
3 D 細胞實驗新技術

活細胞毒性試驗

　　3D細胞培養是透過在胞外基質（ExtraCelluar Matrix

；ECM）進行細胞培養，這種方法可以模擬真實生理環

境；再透過免疫細胞染色（ImmunoCytoChemistry stain

；ICC）就可以觀察細胞狀態。傳統培養方式常會遇到

如ECM厚薄不一、產生分離或染色不均等問題，影響

實驗結果。Iuvo™ 3D ICC 玻片是經過特殊設計的微通

道系統。只需要少量試劑與細胞用量即可達到，還能

讓免疫染色抗體快速擴散，提高在ECM中染色的效果

，同時透過顯微鏡就能觀察實驗結果。

　　在iuvo™ Slide-3D ICC首先進行MCF10A細胞3D

培養之後，加入含有20 μM Cycloheximide的培養液

，經過一段時間後，Cycloheximide會誘發MCF10A

細 胞 凋 亡 。 我 們 再 利 用 H o e c h s t （ 藍 色 ） 與

propidium iodide（紅色）針對細胞進行雙染。透過

顯微鏡就可以輕易區分細胞是處於正常、凋亡或壞死

的狀態，同時還能夠量化實驗結果。
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   　細胞裂解 (Cell lysis) 為萃取或純化蛋白質的第一步，就像是為了各個研究者打開科學的大門一樣，訴說著

歡迎光臨。傳統的 lysis buffer 裂解細胞後必須利用超高速離心機長時間分層，讓實驗室可獲得所需不同的蛋

白，然而針對不同的樣品形式，包含不同胞器、物種、細胞、組織等等，有許多針對提高蛋白純度與產量的

細胞裂解液 (lysis buffer) 不斷被開發。然而越來越多研究不再只是單看整個細胞的蛋白表現，而是針對細胞

內不同胞器的蛋白做研究，舉例來說，近年來細胞凋亡 (Apoptosis) 的研究不斷蓬勃發展，但其探討路徑皆為

粒線體、細胞質或細胞核等蛋白，在不同胞器所表現的蛋白代表其生理意義之不同，因此了解其蛋白的位置

變成相當重要之課題。尤其做微量分析的蛋白質體學，例如：2D electrophoresis 或是 mass spectrometry，

蛋白質純度更為重要，當樣品為組織來源時，總蛋白含量高，所以做 mass spectrometry 時，分析到的數據

可能不是所要的胞器蛋白，導致有誤判之情況發生，因此通常在做微量蛋白分析時，會針對特定胞器做蛋白

萃取，而不考慮收總蛋白，因此分離胞器的 lysis buffer 更顯得重要，可以決定後續實驗成功與否的關鍵!

　　G-Biosciences的 FOCUS™ SubCell kit 為可以快速從細胞或是組織中分離各胞器之蛋白，包含細胞核、

粒線體、細胞質與細胞膜並適用於不同物種之細胞與組織。到底為什麼如此的神奇呢?就讓我們繼續看下去吧!

   　
　　利用 FOCUS™ SubCell kit 抽取 NIH3T3 細胞的胞器蛋白，可以處理 50 次，細胞數約 2 X 107 之反應，

利用離心及不同屬性的 lysis buffer 去分離胞器蛋白，包含細胞核、粒線體、細胞質與細胞膜(圖一)，並利用

各胞器的 internal control 去做 Western blot，檢視其萃取之效果與純度。

　　以Oct-1為例，此蛋白為 transcription factor，故理論上只會在細胞核中有表現，(圖二)中發現，經過

FOCUS™ SubCell kit 處理後，只會在細胞核中看見 Oct-1，粒線體或是細胞質則偵測不到此蛋白。若以粒線

體的而言，Prohibitin 則只會座落於粒線體內膜上，因此適合拿來檢視此實驗之標準。由(圖二)可知，粒線體的

組別中可以看到 Prohibitin 是有明顯的表現，此外已經有些研究指出，核膜上有會有 Prohibitin 的存在，所以

即使細胞核的組別上有 Prohibitin 存在也不影響此次的結果。細胞質的組別則是利用細胞骨架蛋白 β-tubulin 

做驗證；Caveolin 則會存在於膜上，無論是核膜或細胞膜，皆會有 Caveolin 身影，由以上實驗可以發現，利

用 FOCUS™ SubCell kit 分離出來的胞器都很乾淨，不易有汙染 (contamination) 問題。

®

就是要你分乾淨-FOCUS™ SubCell for 
Subcellular Fractionation
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