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C 型肝炎病毒（hepatitis C virus；HCV）
的感染是一種嚴重的全球性健康問題。目
前美國食品與藥物檢驗局建議的治療方式
為α干擾素及 ribavirin 合併給藥，可是這
些藥物仍會產生相當多的副作用。為了搜
尋中草藥是否具有抗 HCV 的效用，我們建
立 HCV 體外增殖系統，並利用競爭性巢式
反轉錄 聚合 連鎖反應進行病毒的定
量。在攻毒 7 天後，我們可以偵測到 HCV
正股及負股 RNA，顯示病毒可以在 Vero
細胞中增殖。進一步利用 HCV 體外增殖系
統進行中草藥的篩選，發現α干擾素如同
預期一般可以抑制 HCV RNA 的複製，中
藥方劑加味四逆散不具抑制 HCV RNA 複
製的效用，然而其中的單味藥紫草卻可以
顯著的降低 HCV RNA 的量。因此，本計
畫所建立的 HCV 體外增殖系統確實可以
應用於中草藥抗 HCV 效用的篩選，至於本
計畫所篩選出的紫草是藉由何種機制抑制
病毒的複製，以及紫草中的主要成分為
何，仍需進一步探討。

：C 型肝炎病毒、中草藥、細胞模
式

Abstract

Hepatitis C virus (HCV) infection is a 
serious global health problem. Interferon-α

(IFN-α ) and ribavirin have demonstrated 
efficacy in the treatment of HCV infection; 
however, these therapies display many side 
effects. To screen the anti-HCV compounds 
from plants, we established an in vitro model 
for propagation of HCV by 
centrifugation-facilitated method. The HCV 
RNA molecules were then quantitated by 
nested competitive reverse 
transcription-polymerase chain reaction using 
fluorescein-labeled primers, and analyzed by 
ABI PrismTM 310. The positive and negative 
strands of HCV RNA were detectable in 
Vero cells on Day 7 post-infection, indicating 
that the HCV RNA was replicating in the cell 
model system. The cell culture system was 
further used to screen the anti-HCV activities 
of 4 Chinese herbal formulas and 15 formula 
components. IFN-α  showed an anti-viral 
effect. The formulas exhibited no anti-HCV 
activities, while Arnebia euchroma and 
Thlaspi arvense displayed significant 
anti-HCV activities. Therefore, these results 
pointed out the possibility by using the cell 
culture system established in this study to 
screen the herb extracts for their anti-HCV 
activities.

Keywords: Hepatitis C Virus, Herb, Cell 
Model

肝病是國人健康的大敵，也是最大的
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本土病。根據衛生署 87 年度國人死因統
計，肝癌為癌症死因第一名，而慢性肝病
及肝硬化也排名十大死因的第六名，約造
成 4940 人死亡。慢性肝病、肝硬化及肝癌
主要是由肝炎病毒感染所造成的，尤其是C
型肝炎病毒（hepatitis C virus；HCV）感染
的患者約有 50~80﹪會變成慢型肝炎，而 C
型肝炎患者約有 20﹪會轉變為肝硬化。α
干擾素單獨給藥及與 ribavirin 合併用藥為
美國食品與藥物檢驗局核准用來治療慢性
C 型肝炎的方法[1]。這兩種藥物雖然可以
降低 15~66%病人血液中 HCV 的濃度
[2,3]，但也具有相當多的副作用[4]，因此
抗 HCV 藥物的開發是相當重要的。

抗病毒藥物的篩選通常需要一個可供
病毒增殖的細胞系統。HCV 可以在極少數
的細胞中複製，這些細胞包括人類及黑猩
猩的初代肝臟細胞[5]、肝細胞癌細胞株[6]
及人類造血細胞株[7]，但增殖後所產生的
病毒力價並不穩定，而且在感染後數天或
數週後就無法偵測到病毒的存在。此外，
因為病毒感染的細胞無法產生明顯的細胞
病變效應[8]，因此利用細胞培養系統增殖
HCV 是相當困難的。

近年來，將病材樣品接種到細胞後再
離心的做法，已受到診斷病毒學的重視及
應用，因為這種方式可以增加許多不同種
類病毒的分離率及縮短病毒偵測的時間，
包括巨細胞病毒、單純 疹病毒、感冒病
毒、腸病毒及腺病毒[9,10,11]等都可得到良
好的結果。然而 HCV 仍未利用這種方式加
以分離及應用。

因此為了搜尋中草藥是否具抗 HCV
的效果，我們利用細胞分生的模式，建立
HCV 體外增殖模式、病毒定性及定量分
析，進一步利用細胞模式評估中藥方劑清
除 HCV 的效果。

  
（一）HCV RNA 的定量

HCV之定量分析是採競爭性巢式反轉
錄 聚合 連鎖反應（nested competitive 
reverse transcription–polymerase chain 
reaction；nested cRT-PCR）的方式加以進
行。其基本原理為在 RT-PCR 反應中加入
一連串已知分子數之 RNA，因為競爭性

RNA 與野生株病毒含有相同的引子結合位
置，但二者長度不同，因此進行 RT-PCR
後，將反應物進行電泳分析，可同時顯現
野生株及競爭者所增幅的相對濃度，即二
者 band 的面積。進一步，我們進行定量分
析，以密度分析定量 band 的面積。因為二
條 band 的長度不同，所插入的染色劑
ethidium bromide 數量不同，所呈現之亮度
也就不同，因此必須先將二條 band 的面積
加以校正。若將野生株 band 的面積當做
Wa，競爭者 band 的面積當作 Ca，則校正
後的競爭者 band 的面積 Cac 之計算為 Ca
ｘ野生株長度／競爭者長度。在經校正
後，可利用競爭者分子數量當作 X 軸，Cac
除以 Wa 的數值當作 Y 軸，定出標準曲線，
而當 Cac=Wa(即 Cac 除以 Wa 等於 1)時之
相對分子數即為野生株之病毒基因體數
量。

利用競爭性 RT-PCR 進行血清樣品中
病毒基因體的定量。當競爭者 RNA 的數量
增加後，野生株及競爭者所增幅出來的
band 相對比例會隨之變化。但在競爭 RNA
分子數超過 8ｘ108 時，則出現非特異性產
物。若利用上述定量方法加以計算，則當
Cac 等於 Wa 時，可求出每毫升血清中的
HCV RNA 分子數約為 1.3x108 個。

為了了解競爭性 RT-PCR 的敏感性，
我們將已知分子數(100)之病毒 RNA 與一
連串已知分子數之競爭性 RNA 混合，共同
進行 RT-PCR，在病毒分子數為 100 時，利
用標準曲線定義出之線性迴歸，可求得病
毒分子數也如預期一般為 100。因此，以競
爭性 RT-PCR 進行病毒的定量，可以成功
地定量出 100 個分子數之 HCV RNA。

（二）HCV 細胞培養之最適化條件
為了篩選中藥對抗 HCV 的效用，我們

建立 HCV 體外增殖系統。病毒利用離心促
進法感染 Vero 細胞，HCV RNA 的定量是
利用 Ca/Wa 的比例。當 Ca/Wa 的比例等於
1，表示 HCV RNA 的數量與競爭性 RNA
分子一樣。我們首先測試病毒感染的時
間。將病毒液加到細胞後，先置於室溫 30
分鐘，再於 37℃感染 45 或 90 分鐘，最後
萃取病毒 RNA。結果顯示，將病毒於室溫
感染 30 分鐘後，再於 37℃感染 90 分鐘，
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可以增加病毒感染細胞的機率。
其次為測定病毒的最佳感染劑量

（multiplicity of infection；m.o.i.）。將細
胞分別感染 5.2、2.6、1.3、0.7、或 0.3 m.o.i.
的病毒，再進行 HCV RNA 的定量，發現
當病毒感染量愈高時，HCV RNA 的分子數
愈高，但因顧慮血清來源不易，因此我們
選定 1.3 m.o.i.的病毒量進行後續實驗。

為了將體外增殖模式應用於中藥的篩
選，我們必須先測試體外模式的穩定性及
再現性。我們進行 5 次獨立的試驗，再分
別進行 HCV RNA 的定量。結果發現，5
次獨立試驗的 Ca/Wa 並沒有明顯的差別，
顯示本計畫所建立的方法是具有再現性
的。

（三）HCV 正股及負股 RNA 的偵測
為了確定 HCV 確實能在細胞中增殖，

我們進行時序性的實驗。將 HCV 感染細胞
後，於不同時間收集樣品，再偵測正股及
負股 RNA 是否存在。結果發現正股 RNA
再感染後第 0、3 及 7 天都可偵測到，而負
股 RNA 於感染後第 3 天也可偵測到。因為
負股 RNA 為病毒複製過程中的中間產
物，因此負股 RNA 的出現顯示 HCV 確實
可以再細胞中進行核酸的複製。

（四）中草藥的篩選
在中藥方劑清除 HCV 效果方面，四種

方劑（逍遙散、加味逍遙散、四逆散、加
味四逆散）及方劑中之 15 種單味藥（薄荷、
炙甘草、炒白芍、茯苓、丹參、虎杖、枳
實、紫草、柴胡、當歸、炒白朮、煨生薑、
白茅根、敗醬草、白皮耆）由順天堂及科
達藥廠分讓後，先利用甲醇萃取，再訂出
50 ﹪ 細 胞 毒 殺 濃 度 （ 50% toxicity 
concentration；TC50）。我們選定 selective 
index 為 8 的濃度（即 1/8 TC50）為中藥測
試濃度，並利用 ribavirin 為陽性對照組，
以溶劑（甲醇）為陰性對照組，加入已感
染 HCV 的細胞中，於 24 小時後，抽取
RNA，進行定量 PCR。結果發現，紫草處
理組中所含的病毒量較對照組減少 75﹪，
顯示紫草可能具有抑制病毒複製或是促進
病毒分解的能力。

（一）研究內容與原計畫相符程度
研究內容為建立 HCV 體外增殖系統

及建立 HCV 的定量分析，與原計畫研究內
容相符。

（二）達成預期目標情況
本計畫已達成預期的四項目標：（一）

HCV RNA 的定量；（二）HCV 細胞培養
之最適化條件；（三）HCV 正股及負股 RNA
的偵測；（四）中草藥的篩選。

（三）研究成果的學術或應用價值
本計畫的研究成果，在學術及醫學應

用上，可建立 HCV 體外感染模式及病毒定
量技術平台，快速進行抗 HCV 中藥的大量
篩選，從中尋找有效抑制病毒複製的藥
物。對於參與本計畫的人員，將可獲得良
好的分子病毒學及分子生物學方面的知
識，並且獲得實務的遺傳工程技術方面的
操作經驗，為國家未來生物科技的發展培
育不可多得的人才。

（四）是否適合在學術期刊發表或申請專
利

本研究相關成果已投稿至 Antiviral 
Research [12]。
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