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圖     次 
圖1. Sources of reactive oxygen species produced endogenously by  

the vessel wall and key metabolic pathways for these species 

圖2. Redox regulation of signal transduction components 

圖3. Signal transduction pathways for thr mitogen-activated protein 
kinases（MAPK） 

圖4.  Model for mechanical stress initiated-signal transductions in 
VSMCs 

圖5. Death receptor signaling 

圖6. Salvianolic acid B 和 Magnolol 對血凊引起平滑肌細胞DNA合
成的影響 

圖7. Salvianolic acid B及 Magnolol對平滑肌細胞 PCNA表達程度的
影響 

圖8. Salvianolic acid B及 Magnolol對平滑肌細胞 RIP表達程度的影
響 

圖9. Salvianolic acid B及Magnolol對平滑肌細胞Caspase-3表達程度
的影響 

圖10. Salvianolic acid B 對 NF-?B promoter活性的影響 

圖11. Salvianolic acid B及 Magnolol在大鼠血清中之抗氧化能力 
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符號與縮寫 

AP-1：activator protein-1 

BHT：butylated hydroxytoluene 

BrdU：5-Bromo-2’-deoxyuridine 

cAMP：cyclic adenosine monophosphate 

DEPC：diethylpyrocarbonate 

DMEM：Dulbeco’s modified eagle medium 

DMSO：dimethy1sulfoxide 

DTT：Dithiothreitol 

EGF：epidermal growth factor 

ELISA：enzyme-linked immunosorbent assay 

ERK：Extracellular signal-regulated kinase 

FBS：fetal bovine serum 

FGF：fibroblast growth factor 

HPLC：high performance liquid chromatography 

ICAM-1：Intercellular adhesion molecule type 1 

IGF：insulin-like growth factor 

MAPK：mitogen activated protein kinase 

MCP-1：monocyte chemoattractant protein-1 
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MDA：malondialdehyde 

MOPS：4-morpholinepropanesulfonic acid 

NF-κB：nuclear factor -κB  

NO：nitric oxide 

PBS：phosphate buffer saline 

PCNA：proliferating cell nuclear antigen 

PDGF：platelet-derived growth factor 

PTCA：percutaneous transluminal coronary angioplasty 

RIP：Receptor Interacting Protein  

ROS：reactive oxygen species 

SAPK：stress-activated protein kinase 

SOD：superoxide dismutase 

TBA：2-thiobarbituric acid 

TCA：trichloroacetic acid 

TEMED：N, N, N', N'-Tetramethyl-ethylenediamine 

TGF-β1：transforming growth factorβ1 

VCAM-1：vascular cell adhesion molecule-1 
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中文摘要 

   根據衛生署統計心臟疾病是國人十大死因之一，其中冠狀動脈阻

塞佔了大部份。目前對於冠狀動脈阻塞的治療大多施以血管擴張術 

(angioplasty) 或血管繞道手術 (surgical bypass grafting) ，近年發展的

經皮穿腔冠狀動脈血管成形術 (percutaneous transluminal coronary 

angioplasty, PTCA) 及支架置入方法可以不經開心手術即可達到治療

的效果，對冠狀動脈治療助益頗多。在美國一年有約 40 萬件的血管

擴張術病例，而這些病例中約 30~50% 在六個月後會發生血管再阻

塞現象而必須再次接受血管擴張術，在國內比例則更高。這對病患及

其家屬造成很大的心理及經濟上的負擔。其中平滑肌細胞不正常的增

生是造成再阻塞現象的主因之一。 

    因此我們利用傳統中藥丹參萃取物 salvianolic acid B 及厚朴萃

取物 magnolol對大鼠胸主動脈平滑肌細胞進行 in vitro的實驗。在細

胞增生實驗的結果看來 0.05mg/ml 的 magnolol 對 PCNA 的表達及

DNA合成有抑制的作用；而 salvianolic acid B則無效果。不過二者對

RB 和 FAK 沒有影響。在探討藥物是否引起細胞凋亡的實驗中，

western blot的結果顯示 salvianolic acid B和magnolol明顯的引發RIP

及 caspase-3的表達。另外，0.1mg/ml salvianolic acid B 能抑制 NF-

κB promoter的活性。在抗氧化實驗中，salvianolic acid B和 magnolol
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明顯的減少大鼠血清中 MDA的產生。 

    根據這些結果，我們認為 salvianolic acid B和 magnolol 對平滑

肌細胞的增生趨勢有抑制作用。salvianolic acid B可能經由抑制 NF-

κB引起細胞凋亡。Magnolol 則是抑制細胞進入細胞週期中的 S期。 
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第一章 前言 

第一節 經皮穿腔冠狀動脈血管成形術(Percutaneous 

Transluminal Cornary Angioplasty) 

冠狀動脈是環繞在心臟上的營養血管，它提供心臟收縮或舒張時

所需要的氧氣及營養分，假如膽固醇等脂肪物質在冠狀動脈內壁積聚

成為粥狀斑，則血管會造成狹窄硬化或阻塞而引起心絞痛、呼吸急促

等心臟缺氧之症狀，如此即稱為冠狀動脈疾病 (coronary artery disease, 

CAD )又稱為冠心病。CAD的臨床特徵就是，當人在大量運動時會產

生心肌缺氧、心絞痛、EKG 異常及心肌灌注掃描有缺影(defect)的現

象。心臟是個需要大量氧氣供應的器官，如果血流不順暢，心臟無法

正常運轉，心臟的肌肉就會很難正常工作，最後導致心絞痛、心肌梗

塞等心臟病症狀。急性心肌梗塞是冠狀動脈疾病的一種臨床表現，冠

狀動脈因為血栓栓塞，導致心肌細胞缺乏血液供應而缺氧、甚至壞

死。對於急性心肌梗塞的治療，最首要的目標是使梗塞的冠狀動脈能

儘速重新獲得血液灌注(reperfusion)。早期心肌梗塞，若未能及時搶

救，死亡率高達 30%以上，1980 年代使用血栓溶解劑用於急性心肌

梗塞後，死亡率可降至 10%左右。現今採用緊急冠狀動脈氣球擴張術

來治療急性心肌梗塞之病人，這個方法是在病患心肌梗塞發作 12小

時以內，利用緊急心導管手術施行冠狀動脈氣球擴張術，立即打通梗
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塞的血管，建立足夠的冠狀動脈血流。以氣球擴張術緊急施術搶通血

管，合併使用血管支架，死亡率更降到 5%。所以這項手術已超越以

往 80年代之血栓溶解治療，成為一安全而有效之治療方式。因此緊

急冠狀動脈氣球擴張術及冠狀動脈支架置放術已成為治療急性心肌

梗塞病人的新趨勢。 

根據衛生署統計心臟疾病是國人十大死因之一，其中冠狀動脈阻

塞佔了大部份。目前對於冠狀動脈阻塞的治療大多施以血管擴張術 

(angioplasty) 或血管繞道手術 (surgical bypass grafting) ，近年發展的

經皮穿腔冠狀動脈血管成形術 (percutaneous transluminal coronary 

angioplasty, PTCA) 及支架 (stent) 置入方法可以不經開心手術即可

達到治療的效果，對冠狀動脈治療助益頗多。在美國一年有約 40 萬

件的血管擴張術病例，而這些病例中約 30~50% 在六個月後會發生

血管再阻塞現象而必須再次接受血管擴張術[1~3]，在國內比例則更

高。這對病患及其家屬造成很大的心理及經濟上的負擔。過去二十年

許多藥物 [例如：血小板抑制劑 (antiplatelet)、血拴抑制劑 

(antithrombotic)、抗凝血劑 (anticoagulant)… ] 及技術上對治療血管再

阻塞的努力均無很好的效果。直到 1995 年經皮穿透血管擴張術後之

血管內支架置入 (endovascular stenting) 的方法才使動脈再阻塞的治

療有了進展，但其仍有 20% 的再阻塞機率。 
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這是由於當氣球擴張後給予血管內壁外力而造成血管內壁受

損，導致局部發炎或出血因而使血液基質、單核巨噬細胞 

(mononuclear macrophage) 及淋巴球 (lymphocyte) 在此累積；另外，

血管逐漸產生組織重組 (remodeling) [4~7] ，細胞外間質(extracellular 

matrix)的形成[8,9]以及血小板附著與聚集在血管受傷的位置[10~12]

並且開始活化，導致多種對血管有不同作用的物質與調節因子的分泌

[13]，進而活化平滑肌細胞和巨噬細胞表達出數種激素、生長因子，

或其他基因產物等，造成對管壁平滑肌細胞的刺激而使之遷移

（migration）及增殖（proliferation），如此過度的反應使血管內膜

（intima）增厚因而造成血管再次狹窄。 

 

第二節  血管再阻塞(restenosis) 的病理學 

血管再阻塞發生的早期 (數小時至數天) 與血栓形成及血管再

彈縮回（recoil）有關；大部分的病例中顯示血管再阻塞後期主要由

細胞外間質及炎性細胞的刺激下造成纖維組織細胞的增生[14]。在大

鼠的動物模式中，當頸動脈受氣球擴張破壞後 24至 72小時內可觀察

到血管中層的平滑肌細胞開始進行 DNA合成[15,16]，接著穿過內部

纖維層而構成新生的內膜，這些在內膜新生的細胞開始增生且在細胞

外間質處產生大量的膠原蛋白。仔細探究其形成之機轉可歸納成下面
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幾點原因： 

一、內膜損傷: 手術過程中造成的內膜損傷導致不同程度的內皮

剝落，使形成血栓的下內皮曝露，接著造成該處發炎[17~20]而使得

單核巨噬細胞及淋巴球浸滲（infiltration）到該處。同時由於血管壁

的破裂造成出血，使血小板釋出多種 cytokines，其中一種 cytokine

是血小板衍生的生長因子 (platelet-derived growth factor, PDGF)，是一

種很強的化學性趨化物質 (chemoattractant)， 促使 monocyte 

chemoattractant protein-1 (MCP-1)表現，使得更多的單核細胞及巨噬細

胞聚集，形成一個信號增幅的迴路，巨噬細胞本身也會釋放

cytokines、metalloproteinases 和 growth factors，如此持續對血管壁平

滑肌細胞的激發與刺激而造成其遷移與增殖。如此在傷口該處便有血

液基質的聚集反應、血管組織的聚集反應，及彼此間的相互作用，而

造成血管肌內膜細胞增生 (myointima cellular hyperplasia)，進而形成

血管再阻塞的發生。 

因此，內皮受傷害的程度對於血管的修復來說是個很重要的決定

因子。舉例來說，受過損傷的動脈中部分剩餘的內皮細胞可緩和細胞

增生並減少新生內膜的增殖[20,21]；Nugent et al. [22]在豬及牛的頸動

脈損傷模式中將內皮細胞移植至血管後發現可以減少新生內膜增

厚，顯示內皮細胞在血管生理中的鄰近調控（paracrine）調節中是個
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關鍵的角色。而且增生中或受損的內皮細胞所釋放出的 peptides 及

proteoglygans能刺激平滑肌細胞生長[23~26]。相反地，靜止生長中的

內皮細胞藉由活化 transforming growth factorβ（TGF-β）及釋放具

抑制生長功能的 heparan sulate proteoglycans [27,28] ，提供一個防止

血栓形成的屏障來隔絕血清中致分裂原（mitogen）和化學性趨化物

質對平滑肌細胞產生刺激，進而抑制平滑肌細胞遷移和增生。 

二、發炎反應：在 PTCA後可以觀察到一些 adhesion recepters會

大量表現，使得單核球和嗜中性白血球開始聚集的現象。有研究指出

對有冠狀動脈硬化斑的病患施行氣球擴張術後，嗜中性白血球的

Mac-1 (CD11b)和血小板上 the activated fibrinogen receptor (LIBS1)表

現增加 [29]。發炎反應及新生內膜形成的程度和血管損傷程度也十

分地有關係，因為單位受損面積上的單核球數目和動脈內膜的增長有

線性上的關係[30,31]。此外，藉由 Mac-1 (CD11b/CD18)-deficient小

鼠以及給予兔子抗 Mac-1單株抗體[32,33]，皆能減少新生內膜增厚來

看，發炎反應在內膜受損後由白血球媒介的再阻塞中扮演著相當重要

的角色。 

另一方面，也有學者在施行過 PTCA的病人身上發現在急性期的

代表物質 c-reactive protein [34]，這是一種當體內有急性炎症、細菌

感染、組織的破壞、惡性腫瘍時很快就出現而治癒時又很快就消失的



 12 

蛋白（急性期反應蛋白 acute phase reactant）。由這些發現得知，再

阻塞的病理進程中很明顯地受炎性細胞活化的影響。 

    三、氧化壓力：氧化壓力在血管受損後引發的反應中所扮演的調

節角色目前仍沒有很深入地探討，所以其機轉不是十分清楚。PTCA

的過程中當氣球撐開時會造成短暫的缺血，而氣球洩氣後血液就再灌

流回來，這樣的情形下一些與自由基（ free radicals）侵害有關的局部

缺血性損害（ ischemic damage）及氧化性傷害就有可能發生。以

reactive oxygen species (ROS) 為例，在一個早期針對施行氣球擴張術

後的研究中發現，在以氣球擴張破壞犬的冠狀動脈前給予 superoxide 

dismutase (SOD) 能完全避免早期的血管收縮及大塊狀血栓的形成

[35]；Catalase, deferoxamine和 dimethylthiourea 則沒有這樣的效用，

推測或許只有剛開始產生的過氧化物參與反應。Nunes et al. [36,37]

以氣球破壞豬的冠狀動脈14天後發現有O2-產生，在手術前後給予抗

氧化劑 Vitamins C、E可明顯地使O2-下降，並改善血管管腔狹窄及血

管壁結構，證明在血管組織重組中還原過程的角色。文獻指出其他的

抗氧化劑如 Probucol, butylated hydroxytoluene (BHT) 在餵食高膽固

醇並施行氣球擴張術的兔子或豬的實驗中，均能減少新生內膜

（neointima）的增厚[38~42]，其中 Probucol 更進一步的證實能降低

PDGF A chain、mitogen activated protein kinase （MAPK）及 Protein 
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C-kinase 的基因，對於平滑肌細胞的增生亦有明顯的抑制作用

[41,42]。此外，在臨床試驗上，Probucol對於減少 restenosis 的發生

的確有不錯的效果；相反地，multivitamins則沒有作用[43~50]。 

    在血管內膜受傷害後所產生的氧自由基可視為第二訊息傳遞

者：譬如增加血管平滑肌細胞 DNA 合成以及原致癌基因

（pro-oncogene）c-myc和 c-fos mRNA的表達[51]；給予抗氧化劑後

能降低人類內皮細胞上附著分子 vascular cell adhesion molecule-1

（VCAM-1）的表達[52]。 

     至於誘發早期過氧化物的產生，到底是機械性外力刺激下

(Arbault et,al.  以超微電極刺激纖維母細胞能活化 NADPH oxidase 產

生 H2O2 [53]。)，或是和誘發 ROS產生的生長因子相關的訊息傳遞分

子如 Extracellular signal-regulated kinase （ERKs）和 p38MAPK所觸

發 [54~57]，仍有待進一步的研究。       

    另一方面，因應氧化壓力產生的反應是多樣性的，以氧化還原進

程中的訊息傳遞分子來講，多數受到 thiol-disulfide 氧化還原化學反

應或易氧化還原的過渡金屬來調控。目前將焦點放在血管受損後氧化

還原啟動的訊息傳遞這方面研究並不多。Souza等人指出，在以氣球

損傷的血管中早期被活化的轉錄因子 nuclear factor -κB （NF-κB）

能以 NADPH oxidase抑制劑－dyphenylene iodonium來降低其表達量
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[58]；兔子的動脈損傷模式中，給予 Probucol能抑制 MAP kinase和

protein-C kinase活化[42]；Pollman等人提出經氣球破壞的血管所引發

的細胞凋亡（ apoptosis）現象和氧化還原有很大的關係，如

stress-activated protein kinase (SAPK)在血管受損後有數倍的表現

[59]。見圖1,2,3。 

四、動脈外膜損傷: 在血管中層受損後 3天內，動脈外膜呈現細

胞過度增生（hyperplasia）的狀態，富含 vimentin的纖維母細胞會逐

漸轉變成含 vimentin及 a-SM actin的肌纖維母細胞，在受損後 7~14

天達到最高峰[60]。而這樣的細胞轉變和一些生物活性有關，包括促

進膠原合成[61~63]及組織的收縮功能，參與疤痕的形成[64,65]。肌纖

維母細胞表現出收縮性細胞骨架蛋白(特別是 a-SM actin)，被視為是

組織重組中膠原間質膠的特徵[66]。此外，動物實驗及血管內超音波

的結果中得知，包括動脈外膜損傷的緊縮性血管組織重組對於非支架

放入式冠狀動脈擴張處置後的血管管腔狹窄形成的相關性較新生內

膜形成來的大[4,7,67~69]。 

    五、血栓: 內皮細胞剝落後使得血管下表皮層的新生血栓成分曝

露出來，接著促進血小板附著、活化、聚集及血栓形成。首先，在施

行氣球擴張術後內皮細胞剝落處形成單層血小板；相反地，在動脈放

入支架造成深部傷害的支撐處則是形成厚且富含血小板的壁內血栓。 
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    被活化的血小板一旦聚集會產生一些刺激血管平滑肌細胞的致

分裂原，包含PDGF、fibroblast growth factor (FGF)、epidermal growth 

factor (EGF)、insulin-like growth factor (IGF) 和 TGF-β1 [70,71]。IGF

和TGF-β1具調節細胞外間質的產生及組織重組的功能[72]。Bilder G 

et al,. 給 豬 餵 食 active PDGF-receptor tyrosine kinase抑 制 劑

--RPR101511A，結果能減少PTCA後的內膜增生並維持較大的血管

管腔[73]；此外，臨床上給病人cilostazol這種抗凝血劑，初步結果看

來能避免血管再狹窄的情形出現[74,75]。由此可推測，血小板聚集和

致分裂原參與平滑肌細胞遷移和增生以及細胞外間質的產生。 

    凝血酵素(thrombin)能活化血液循環中的血小板，趨化單核球細

胞並直接刺激血管平滑肌細胞增生[76~78]。在兔子施行氣球擴張術

後局部或全身給予低分子量的 heparin 可刺激並抑制平滑肌細胞增生

[79]。但是臨床試驗上全身給予 heparin 或凝血酵素抑制劑對於血管

再阻塞並無改善效果[80~84]。 

六、新生內膜增生：由於血管平滑肌細胞不正常的增生和遷移以

及細胞外間質大量地產生，最終導致新生內膜增生[85]。血管修復期

中的細胞增生及再阻塞現象，主要是因應血管受到損傷之後引起的一

連串反應，如之前所述的發炎、血小板活化以及血栓。而且這段期間

可以觀察到中層血管平滑肌細胞遷移至內膜、細胞增生、細胞外間質
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沉澱和血管組織重組[71]。一些複雜且多出的細胞內部訊息，如 cAMP, 

protein kinase C, protein kinase A和 calcium與能活化上述基因表現的

致分裂原和 cytokines 及促使血管平滑肌細胞進入增生狀態的細胞週

期（cell cycle）有關[86]。Synthetic phenotype的血管平滑肌細胞和纖

維 母 細 胞 主 要 含 有  chondroitin sulfate 和 dermatan sulfate 

proteoglycans；但在組織重組的進程中，這些 proteoglycans會轉變成

大型且纖維化的第一型膠原（typeⅠcollagen）及彈力蛋白（elastin）

[71]。 

    血管平滑肌細胞的增生會因為在受損部位的內皮細胞再生長回

來、一氧化氮（NO）的抗增生作用以及 heparin對這些已活化的平滑

肌細胞作用下而停止[87]。從動物模式中得知在氣球破壞後的第 21

至 56天間內皮會產生新生現象（ re-endothelialization）；但在人體上，

根據一項對冠狀動脈置入支架後的解剖研究指出，內皮新生至少需要

3個月[9,88]。 

    在兔子模式中以氣球破壞並去除內皮新生造成再狹窄的情況

下，局部給予 L-arginine能促使血管平滑肌細胞產生一氧化氮合成?

（nitric oxide synthase）來合成一氧化氮，而局部一氧化氮的增加使

得單核球的結合能力降低，也會促使巨噬細胞凋亡 [89]。這一點可

以解釋局部給予 L-arginine為何能在施行氣球擴張術後抑制損傷的形
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成。這也凸顯出前面所提的內皮剝落和正常內皮細胞鄰近調控功能喪

失二者對新生內膜增生及再阻塞形成的重要性。 

 

第三節  血管平滑肌細胞受機械性壓力所引起的訊息傳遞 

機械性外力對不同組織中細胞的形態及功能的影響是不容忽視

的，尤其是心血管系統。血管平滑肌細胞的增生對於動脈粥狀硬化、

氣球擴張術後引起的再阻塞的形成均有關係，其中機械性外力是主要

的因素。 

正常的成人動脈平滑肌細胞是能收縮的，並且不易被能刺激細胞

遷移和增生的生長因子或生長調節物質影響[70]。當機械性外力的刺

激出現時，原本存在於正常動脈壁中的收縮性蛋白質開始逐步地減

少，如  smooth mucle myosin heavy chain isoforms (α -actin、

h-caldesmon、calponin)；而本來主要存在於胎兒血管壁的 non-muscle 

myosin heavy chain 則在被活化的血管平滑肌細胞中表達[70,84,90]，

結果產生顯著的結構重組。因此，這些細胞開始喪失收縮的功能，增

加蛋白質的分泌作用；另一方面，動脈中層平滑肌細胞受到機械性壓

力影響下引發自主調控(autocrine)及鄰近調控，使得對生長因子的反

應增加，進而刺激使動脈中層平滑肌細胞肥大(hypertrophy)或動脈壁

上的內膜增生(intimal hyperplasia) [70,91,92]。 
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血管平滑肌細胞到底如何感受到細胞外的機械性訊息並將此訊

息傳遞至細胞核中，最後造成基因表現上的變化，是一個很重要的課

題。近幾年的研究中證實，機械性壓力能很快的引起 PDGF receptor 

的磷酸化[93] 以及 integrin a vß3 receptor [94,95]、stretch-activated 

cation channels [100] 及 G proteins 的活化[96~99] ，最後都會造成 

MAPK cascades 的活化[101~107]。因此，當細胞感受到機械性外力

時，protein kinase C 和 MAPKs 會被活化，導致 c-fos 和 c-jun gene 

[108]表現增加，同時促使轉錄因子 AP-1 對 DNA 的結合能力增加

[109]。見圖4。 

 

第四節 丹參的藥理作用 

丹參，始載於《本經》。為唇形科植物丹參 Salvia miltiorrhiza Bge.

的乾燥根及根莖。主產於安徽、山西、河北、四川、江蘇等地。別

名赤參、紫丹參。《本草綱目·卷十二·丹參》：“五參五色配五

臟，故人參入脾曰黃參，沙參入肺曰白參，玄參入腎曰黑參，牡蒙

入肝曰紫參，丹參入心曰赤參。”臨床處方時，則以丹參色紫紅而

常用紫丹參名。性味：苦，微寒。 

功效       主           治 
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活血化瘀 月經不調；血滯經閉；產後腹痛；心腹痛；跌打損傷. 

涼血消癰 溫病熱入營血；瘡癰腫毒 

養血安神 心悸；失眠 

丹參活血化瘀作用較佳，神農本草經列為上品，古代廣泛用於

心血管、血液類之疾病。如《本草正義》所言：“丹參，專入血分，

其供在於活血行血，內之達臟腑而化瘀滯，⋯⋯外之利關節而通脈

絡。”說明丹參活血化瘀的適應範圍很廣泛，能用於各科瘀血阻滯

病證。過去數十年，中國大陸對丹參做了許多現代化的研究，尤以

純化脂溶性的「丹參酮」，發現其明顯的抗血小板凝集作用，隨後

將丹參、紅花、川芎、赤芍和降香製成「冠心二號方」，廣泛用於

臨床上治療冠狀動脈心臟病，久為海內外心血管中藥研究者所熟

知。1980年代，大陸學者從丹參根部分離純化水溶性多酚類萃取物

－丹參酸(Salvianolic acid)，後經北京中國醫學科學院藥物研究所劉

耕陶教授等人，發現丹參酸在肝細胞有明顯的抗氧化作用。 

成分：丹參主含丹參酮( tanshinone) ? ? ? A、? B，異丹參酮

（isotanshinone）? ? ? , 隱丹參酮（dryptotanshinone）、異隱丹參

酮（isocryptotanshinone）、羥基丹參酮（hydroxytanshinone）? A、

丹參新酮（miltirone）、左旋二氫丹參酮（dihydrotanshinone）? ? 丹
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參酚（salviol）等。此外，尚有原兒茶醛、原兒茶酸、乳酸、維生素

E等。 

【現代藥理】 

(1) 對心臟及冠狀血管的影響：丹參注射液能增加狗冠狀血流量 60 

％，降低冠狀循環阻力。丹參素對離體豬冠狀動脈有擴張並增

加血流的作用，心肌收縮力先抑制後增強，心率有一定程度減

慢。但丹參酮ⅡA磺酸鈉，原兒茶醛顯著收縮豬冠狀動脈。丹參

可減輕缺血再灌注的心肌損傷，並增加 SOD及 GSH-Px的活性

有效清除缺血再灌注產生的氧自由基。 

(2）對心肌缺血及心肌梗塞的影響：丹參酮能明顯抑制心肌壞死導致

的嗜中性白血球溶小體釋放、吞噬和黏附，減少血清及心肌

MDA，升高心肌 SOD的活性，抑制白血球向心肌缺血區的浸潤

及心肌中 PGE2的合成。由此可知，丹參酮有防治心肌梗死的作

用。用丹參治療心肌梗塞的狗，可見到梗塞區壞死心肌清除較

快，巨噬細胞活躍，纖維母細胞分化和膠原纖維形成較明顯，肉

芽形成較成熟，說明丹參調節組織的修復與再生。 

(3）對血液流變性的影響：丹參注射液有增加紅血球電泳率、降低血

小板黏附性、降低血球壓積、抑制血小板凝集、抑制血栓形成等

作用。降低冠心病患者的血漿粘滯性作用。丹參對老年大鼠能降
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低全血比粘度纖維蛋白源及增加紅血球電泳時間。 

(4) 改善微循環作用：丹參有加快微循環血流速度，增加毛細血管網

而改善冠心病病人的外周微循環。 

(5) 降血脂及抗動脈粥樣硬化，提高耐缺氧：對動脈粥狀硬化的家

兔，可降低血和肝中的三酸甘油酯。在細胞模型中丹參素具有降

低細胞內膽固醇合成及抗脂蛋白氧化作用，氧化脂蛋白中的

MDA明顯減少，氧化脂蛋白對細胞的毒性作用明顯減弱。 

(6) 抗菌作用：高濃度丹參煎劑的體外實驗對綠膿、大腸、傷寒、痢    

疾桿菌均有抑菌作用。 

(7) 鎮靜、鎮痛作用：丹參素靜脈注射對大小鼠、狗均產生明顯的鎮       

靜作用。使狗腦電波型由低波轉變為高慢波。 

(8）丹參注射液及其多種水溶成分（原兒茶醛、丹參素、Sod A等），

顯著抑制肝臟脂質過氧化。其機制可能為透過自由基的清除作用

[110~112]。 

 

第五節  厚朴的藥理作用 

厚朴，始載於《本經》。為木蘭科(Magnoliaceae)落葉喬木植物厚

朴 Magnolia officinalis Rehd﹒et Wils﹒或凹葉厚朴 Magnolia officinalis 

Rehd﹒et Wils﹒var blioba Rehd﹒et Wils﹒ 的樹皮、根皮或枝皮。生
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長於四川、湖北、湖南、浙江、陜西、貴州。以四川、湖北所產質量

最佳。其性狀為卷成單筒狀或雙筒狀，長約 35cm，厚約 2~5cm，表

面灰暗棕色，外表粗糙不平為鱗片狀，質堅硬，折斷面不平整，成纖

維狀，氣芳香，味苦澀。《本草綱目·卷三十五·厚朴》云：“其木

質朴而皮厚，味辛烈而色紫赤，故有厚朴、烈、赤諸名。”依本草備

要解析所述，其性味為苦辛溫，具有厚腸胃，行結水，破宿血的功能。 

【功效主治】  

功效            主治 

行氣、消積 脾胃氣滯證；積滯 

行氣燥濕       濕阻中焦證；泄瀉 

       下氣、消痰平喘       咳嗽氣喘 

厚朴味辛行散，疏利氣機，為行氣除脹要藥，凡脾胃氣滯，脕腹

脹滿者宜用之。               

成分：含揮發油約1％，油中主要成分為厚朴酚、異厚朴酚、四

氫厚朴酚。另有一種水溶性生物鹼，稱厚朴鹼。 

【現代藥理】 

(1） 本品煎劑在試管中，對金黃色葡萄球菌有很強的抑制作用。 

(2） 厚朴鹼和厚朴酚有鬆弛骨骼肌作用。 

(3） 厚朴酚對實驗性胃潰瘍有防治作用，並對組織胺所致十二指腸
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痙攣有一定的抑制作用。 

(4） 厚朴鹼和厚朴花有降壓作用[113]。 

在粥狀動脈的形成過程中，大量的脂肪尤其是氧化的脂肪酸，正

常時就會進入平滑肌層，有高膽固醇的人可能會因為平滑肌細胞受到

改變或傷害促使平滑肌增生，所有這些不正常的情形皆被認為與脂質

的過氧化有關，而氧化還原最主要的場所是在粒線體。有研究指出

magnolol及 honokiol（厚朴成分中兩種最主要的抗氧化成分）能保護

大白鼠心臟的粒線體以防止脂質過氧化，抑制缺血再灌注引起的心室

心律不整並增加一氧化氮合成，對於 Mac-1及 neutrophil附著也有抑

制作用，這些都可能和 magnolol 的抗氧化作用有關[114~119]；

magnolol及 honokiol尚具有防止血小板聚集的作用[120,121]，就前面

提到血小板聚集會促進平滑肌增生。所以厚朴可能對因氣球擴張所造

成新生內膜增生的抑制作用及分子機轉，是本篇論文的研究重點之

一。 
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第二章  材料 

1. 40％Acrylamide/Bis（MDBio） 

2. Agarose（Sigma） 

3. Ammonium persulfate (APS)（USB） 

4. Ampicillin (sodium salt)（USB） 

5. Anti-Human p27 kip 1（Upstate） 

6. Anti-mouse IgG（horseradish peroxidase conjugated）（Pierce） 

7. Anti-p21（NeoMarkers） 

8. Anti-PCNA（Upstate） 

9. Apoptosis sampler kit（BD） 

10. Bradford 

11. Bromophenol blue（USB） 

12. BSA（Sigma） 

13. Cell proliferation ELISA kit（Boehringer Mannheim） 

14. Chloroform（Showa） 

15. Chloralhydrate（Merck） 

16. Cupric sulfate (anhydrous)（Sigma） 

17. DEPC 

18. Developer（Kodak） 

19. DMEM（Biochrom） 
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20. DMRIE-C Reagent（GIBCO） 

21. DMSO（Sigma） 

22. DTT 

23. ECL（Amersham） 

24. Ethidium bromide（USB） 

25. 99.8％ ethanol（NASA） 

26. FBS（Biowest） 

27. Fixer（Kodak） 

28. Glycerol（USB） 

29. Glycine（USB） 

30. Haemocytometer（Boeco） 

31. Heparin (ammonium salt)（Sigma） 

32. Hydrogen peroxide（Showa） 

33. Iron (II) sulfate heptahydrate（Showa） 

34. Luciferase assay system（Promega） 

35. Methanol（TEDIA） 

36. Methyl-[3H] thymidine（PerkinElmer） 

37. MOPS（USB） 

38. NFκB promoter 

39. Paraformaldehyde（Merck） 
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40. Phenol（Merck） 

41. Pentobarbital（榮民製藥） 

42. penicillin/streptomycin（GIBCO） 

43. Ponceu S（Sigma） 

44. Potassium dihydrogen phosphate（Merck） 

45. PVDF membrane（Millipore） 

46. Sodium acetate（USB） 

47. Sodium chloride（Merck） 

48. Sodium dihydrogen phosphate（Merck） 

49. Sodium dodecyl sulfate (USB) 

50. Sodium hydrogen carbonate（Merck） 

51. Sodium hydroxide（島久） 

52. Sodium Pyruvate（Biochrom） 

53. TBA（Sigma） 

54. TCA（Sigma） 

55. TEMED（Pharmacia） 

56. Tri Reagent（Molecular research center）  

57. Tris-base（GERBU） 

58. Trypan blue 

59. Trypsin（GIBCO） 
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60. Tween 20（USB） 

61. Urethane（Sigma） 
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第三章  實驗方法 

1. 厚朴抽取物的製備 

將木蘭科(Magnoliaceae)植物 Magnolia officinalis REHD. et WIL

之乾燥根皮溶於 methanol，經迴流萃取，過濾，濃縮，再以 chloroform

溶解，以 chloroform 可溶部分以水萃取，再取 chloroform 溶解以

n-hexane萃取，將 n-hexane層經濃縮，再結晶即可得厚朴之抽取物。 

經由本方法所抽取的抽取物大部分為厚朴中之 magnolol (經TLC定性

的結果得知 90%為 magnolol)。 

 

2. 血管平滑肌細胞的培養  

將含有 10% FBS 的 DMEM 培養基（含 3.7g/l NaHCO3, 4.5g/l 

D-Glucose, 1.028g/l N-Acetyl L-alanyl-L-glutamine, 1% Na-Pyruvate, 

100 units/ml penicillin G及 100 ug/ml streptomycin sulfate）在 37℃之

水浴恆溫槽中加溫。將儲存在液態氮中大鼠主動脈平滑肌細胞（購自

食品工業發展研究所，Cell no.:60127，代號 A10）取出後迅速放入

37℃之水浴恆溫槽中快速解凍(自液態氮容器中取出冷凍管，檢查蓋

子是否旋緊，由於熱脹冷縮過程，此時蓋子易鬆掉)，以避免冰晶傷

害細胞(細胞活化後，需立刻培養，儘速放入培養基，需數日或繼代

一至二代，細胞生長及特性表現才會恢復)。以 70%酒精棉花擦拭冷

凍管外部， 移入無菌操作台內，以 1 ml pipette將解凍之細胞懸浮液
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吸出加入有培養基之離心管中(10倍以上稀釋)，混合均勻，離心 1,200 

rpm, 5分鐘，移去上清液，加入新鮮培養基，混合均勻，放入 10公

分培養皿中，在 37℃的細胞培養箱 (95％ O2, 5％CO2) 中培養，每

二天換一次培養基。當細胞長滿後，以 9吋滴管接抽氣幫浦移除培養

皿中的培養基，用 10 ml pipette 吸取 10 ml 1X PBS至培養皿中並稍

微搖晃後再以 9吋滴管抽去，重複此步驟二次以維持培養皿中為中性

環境，接著以 1 ml pipette 吸取 1 ml trypsin (吸取的量以蓋過培養皿

表面為原則) 加到培養皿中，再放入細胞培養箱 5分鐘，之後加入 2 ml 

培養基中和 trypsin並以 1 ml pipette來回沖刷培養皿上的細胞，盡量

使細胞呈單顆懸浮，將細胞懸浮液吸到 100ml 血清瓶後補加培養基

至 10 ml，以 haemocytometer計算細胞數（細節將在下文敘述）。 

注意事項: laminar flow 使用前先讓其抽氣運轉 10分鐘，再以 70%酒

精擦拭桌面。所有進入 laminar flow的物品均需先噴灑 70％酒精，有

蓋容器旋開瓶蓋前先過火。培養基若使用量小，則盡量置於室溫下回

溫，以避免 pH值變化。 

 

3. 利用 haemocytometer 來計數細胞數目 

   在細胞要做實驗前，先取出 100 ul細胞懸浮液至薄壁微量管，再

加入 100 ul trypan blue（0.06％K2HPO4, 0.8％ NaCl, 0.4％ trypan 

blue）充分混合後取出 10 ul加到 haemocytometer，在顯微鏡放大 100
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倍下以計數器計算在 haemocytometer 九大格中的左上，左下，右上，

右下及中間格的細胞數總合，除以 5 （等於每一大格的平均細胞數）， 

再乘以 104（haemocytometer中的一大格體積是 1×10-4 ml），再乘以 2

（因為之前加入 trypan blue 使得細胞數為原先的二分之一），則可得

到原本細胞懸浮液中 1 ml 所含的細胞數。 

 

4. 利用[3H]thymidine incorporation assays來測定血管平滑肌細胞的

生長週期 

    將96 well培養盤的每一個well種 5x103細胞，放入細胞培養箱中

培養24小時，換上200ul 0.5％ FBS的DMEM培養基繼續培養24小時

作同步化（Synchornization）的動作。之後分別在第0,24,30,36小時換

成200ul 15% FBS的DMEM (n=8) 培養48小時，第44小時加入2.5 

uCi/ml methyl-[3H] thymidine 繼續培養4小時，接著利用細胞收集器將

細胞沖碎並轉至尼龍膜上並將膜置於抽氣中的laminar flow中隔夜，最

後將膜部分撕下放入含4ml catel溶液的計數小管中,最後把計數小管

放入機器判讀。 

    

5. 西方墨漬法 ( Western blot ) 

將 3.5×105的平滑肌細胞種至 6 well 培養盤的每一個 well，再以

培養基補至最終體積為 2 ml，放入細胞培養箱培養 24小時後取出，
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抽去培養基且每一個 well以 2 ml PBS 洗一次，換上 0.5％ FBS 的

DMEM 培養基繼續培養 27 小時作同步化。接著開始給藥，positive 

control 為 15％FBS 之 DMEM，negative control 為 0.5％FBS 之

DMEM，丹參抽取物 Salvianolic acid B 給予劑量為 0.001mg/ml, 

0.01mg/ml, 0.1 mg/ml，厚朴抽取物 Magnolol給予劑量為 0.001mg/ml, 

0.01 mg/ml, 0.05 mg/ml (n＝3)；接著在細胞培養箱中培養 24小時。最

後，每一個 well以 2 ml 1×PBS 洗一次並加入 100ul SDS sample buffer 

（2％SDS, 50mM DTT, 62.5mM Tris-HCl, pH6.8）萃取蛋白質，接著

將培養盤放在冰上以刮勺將細胞刮下吸至薄壁微量管，把薄壁微量管

置入乾浴器中以 95℃加熱 5分鐘(此時原本黏稠的細胞萃取液會變的

不黏稠)。測量蛋白質濃度的步驟如下: 先將分光光度計電源打開暖機

30 分鐘，設定波長為 540nm。取 6 個薄壁微量管分別標示

0,5,10,15,20,25 並個別加入二次水, Bradford, Bovine serum albumin 

(BSA)，如下表所示: 

 
二次水 

 Bradford BSA 

0   800 ul   200 ul    0 ul  
5   750 ul   200 ul   50 ul 
10   700 ul    200 ul   100 ul 
15   650 ul   200 ul  150 ul  
20   600 ul   200 ul  200 ul 
25   550 ul 200 ul   250 ul 

待反應 5分鐘後，依 0~25的次序分別放入分光光度計中測吸光值，
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以製作 standard curve，其 R-squared 值在 0.980~0.999之間。再取薄

壁微量管製作待測樣本：10ul sample＋200ul Bradford＋790ul二次水， 

同樣地等反應 5 分鐘後放入分光光度計中測吸光值，再以 standard 

curve所求出的方程式換算出樣本蛋白質濃度。 

    接著製作 SDS-PAGE，配方如下： 

 
下層膠 上層膠 

ddH2O 9.5 ml 6.08 ml 

1.5M Tris, pH8.8 5.0 ml  

0.5M Tris, pH6.8  2.5 ml 

10％ SDS 
200 ul 100 ul 

40％

Acrylamide/bis 

5.0 ml 1.22 ml 

10％ APS 
100 ul  100 ul  

TEMED 20 ul 12 ul 

待膠體完全硬後，靜置 30分鐘，之後以 150V預跑 30~60分鐘，再

來將在 95℃中加熱 5分鐘的變性樣本蛋白質及蛋白質分子量標誌劑

注入至電泳槽中，以 100V進行電泳。然後將電泳膠體上的蛋白質以

90~100V 的電壓且在 4℃的環境下轉印一小時至 PVDF 轉漬膜上

（PVDF轉漬膜使用前先用甲醇浸泡 1分鐘，再泡入 transfer buffer）；

接著將轉漬膜泡入 5％低脂牛奶（5g 牛奶及 0.1ml Tween-20 溶於

100ml PBS）室溫下搖一小時；用 0.1％ PBST緩衝液（1ml Tween-20 
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溶於 1L PBS）每 5分鐘洗一次，共洗三次；將轉漬膜放入有一級抗

體的封口袋中在 4℃搖一夜（此實驗中所用的抗體有 PCNA 1:1000, 

RIP 1:1000, Caspase-3 1:1000, Bcl-2 1:500, Bad 1:500, PARP 1:500, 

Fas-ligand 1:1000, TRADD 1:250, p27 1:1000, p21 1:1000, p53 1:1000） 

；同樣再以 0.1％ PBST緩衝液每 5分鐘洗一次，共洗三次，將轉漬

膜放入有二級抗體（peroxidase-conjugated anti-mouse IgG）的封口袋

中在室溫下搖一小時，以 0.1％ PBST緩衝液每 5分鐘洗一次，共洗

三次；在暗房中將轉漬膜和 ECL 呈色劑反應一分鐘，用感光底片紀

錄訊號；最後用柯達的分析墨漬軟體分析。 

 

6. 評估丹參抽取物對NFκB promoter轉殖至血管平滑肌細胞的表現 

    採用 Gibco的 DMRIE-C試劑（屬於微脂體）。將 3.5×105的平滑

肌細胞種至 6 well 培養盤的每一個 well，培養 15小時。準備 12管

薄壁微量管，6管包含 4ul DMRIE-C＋500ul無血清培養基，另外 6

管包含 1ug NF-κB promoter-Luciferase Construct＋500ul無血清培養

基，將不同的二管混合作用 20~30分鐘成 lipid-DNA複合物。移去培

養盤中的培養基，加入剛才的 lipid-DNA複合物培養 6小時後移去，

再換成 10％ FBS 培養基繼續培養至隔天。接著給予丹參抽取物

Salvianolic acid B，給予劑量為 0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.1 mg/ml，

postive control為 15％ FBS的培養基，培養 24小時。萃取細胞的蛋
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白質並以分光光度計定量出濃度（方法與西方墨漬法相同）。取 5ml

透明小管先加入 30ug 的蛋白質，再以 PBS 補體積至 20ul（置於冰

上），上冷光分析儀前才加入 50ul luciferase reagent（每一管加入

luciferase reagent與上機的間隔時間盡量一致）來測定 luciferase表現

量。 

 

7. 利用 cell proliferation ELISA（BrdU）kit來分析丹參及厚朴抽取

物對血管平滑肌細胞 DNA合成的影響 

    本實驗是採用 Boehringer Mannheim 的 cell proliferation ELISA 

kit。首先，在 96 well 培養盤上的每一個 well種 1×104的平滑肌細胞

並培養 15小時。移去培養基後用 1×PBS洗一遍，加入 0.5％ FBS的

培養基，繼續培養 30小時。移去培養基後開始給藥：postive control

為 15％ FBS的培養基，negative control為 0.5％ FBS的培養基，丹

參抽取物 Salvianolic acid B給予劑量為 0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.1 

mg/ml，厚朴抽取物Magnolol給予劑量為 0.001mg/ml, 0.01 mg/ml, 0.05 

mg/ml（每一個 well均含有 100ul培養基），培養 20小時後，接著加

入 10ul/well 的 BrdU（10uM）再培養 4 小時。移去培養基後加入

200ul/well FixDenat，在室溫下靜置 30分鐘。移去 FixDenat 後加入

100 ul/well anti-BrdU-POD，在室溫下靜置 90 分鐘。移去
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anti-BrdU-POD後用 200 ul/well的洗滌液洗 3次。最後加入 100 ul/well 

substrate後每隔 3秒加入 25ul/well 1M H2SO4。將培養盤放在酵素免

疫分析測讀儀上以 450nm的波長判讀。 

 

8. 利用測量 Malondialdehyde（MDA）來評估丹參及厚朴抽取物對

血管大鼠血清的抗氧化能力  

    用23號針從大鼠尾動脈抽取約 3ml血液，以 13000rpm 離心 15

分鐘將血清分離出。控制組取 15ul的二次水＋10ul血清＋10ul 10 mM 

CuSO4（總體積為 50ul，「Cu2＋」＝2~3 mM）；實驗組則加 10ul的丹

參抽取物 Salvianolic acid B最終濃度為 0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.1 

mg/ml，厚朴抽取物Magnolol最終濃度為 0.001mg/ml, 0.01 mg/ml, 0.05 

mg/ml，再加入 5ul 二次水和 10ul血清以及 10ul 10 mM CuSO4。將樣

本充分混合後放入 37℃的水浴恆溫槽中 4 小時；加入 350ul 20％ 

TCA，混合；接著加入 350ul 0.67％ TBA（溶於 0.05N NaOH），混合；

將樣本放入 69℃的水浴恆溫槽中 30分鐘，最後以 10000 rpm離心 2.5

分鐘。每個樣本取 200ul上清液加到 96 well培養盤中，將培養盤放

在酵素免疫分析測讀儀上以 540nm的波長判讀。 

 

9. 氣球擴張破壞大白鼠總頸動脈血管的實驗模式 
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    本實驗模式是用 350~450g品系為 SD的大白鼠（購自國科會）

來做氣球擴張術。先由腹腔注射 3.6％ chloral hydrate（1ml/100g）麻

醉大白鼠，將大白鼠腹面朝上並用麻繩綁住四肢將大白鼠固定在解剖

板上，頭部套上裝有乙醚的 50c.c.離心管維持麻醉，擦拭少許優碘在

大白鼠頸部，用大剪刀沿大白鼠頸部中間將其胸部到下顎的皮剪開，

用鑷子將大白鼠頸部左側皮膜及一些結締組織剝離乾淨即可見左總

頸動脈，將總頸動脈及內頸動脈和外頸動脈所在位置的結締組織剝離

乾淨之後，將外頸動脈用縫線綁死結（距總頸動脈及內、外頸動脈交

會處往頭部方向約 1.5 公分），將內頸動脈用縫線綁活結（距總頸動

脈及內、外頸動脈交會處約 0.5 公分），用縫線繞過總頸動脈並用止

血鉗夾住縫線以斷絕血流（距總頸動脈及內、外頸動脈交會處往尾部

方向約 5公分），用眼剪將外頸動脈剪個小洞（距綁死結處約 0.2公

分）並稍微放血以確定有剪破血管，將 Forgaty 2F導管自上述的小洞

插入並往總頸動脈處平推約3公分，打入約 1.3~1.5大氣壓的氣體使

氣球撐大，然後來回三次破壞總頸動脈的血管壁，最後將氣球導管洩

氣並抽出，用 1ml注射筒前接細軟管打入 heparin，在小洞與三叉處

中間綁死結，鬆開總頸動脈與內頸動脈的縫線，I.M給予 Ampicillin，

將頸部剪開部分以縫線縫合回去，滴少許優碘後將大白鼠放回籠中待

其甦醒即完成。 
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10. 統計方法  

數據表示採用 mean±S.E，數據統計分析採用 student-t test，當

P<0.05時，該實驗數據有統計學上的差異。 
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第四章  實驗結果 

第一節  Salvianolic acid B 和 Magnolol 對血凊刺激下平滑肌細胞

DNA合成的影響 

      平滑肌細胞在經過 30小時同步化後，在 15％血清的刺激下給

予 salvianolic acid B 和 magnolol作用 24小時，並在收細胞前 4小時

加入 BrdU。結果如圖 6所示，salvianolic acid B對 DNA合成的抑制

沒有影響；而 0.01 mg/ml magnolol 有些許抑制作用（P<0.05），0.05 

mg/ml magnolol則是十分顯著地對平滑肌細胞 DNA合成有抑制作用

（P<0.01）。 

 

第二節  Salvianolic acid B 和 Magnolol 對血凊刺激下平滑肌細胞

PCNA表達的影響 

    平滑肌細胞在經過 27小時同步化後，在 15％血清的刺激下給予

salvianolic acid B 和 magnolol作用 24小時，從我們 western blot的結

果看來，如圖 7所示，只有 0.05 mg/ml magnolol （P<0.01）能抑制

PCNA的表達，salvianolic acid B完全沒有影響，這一點和圖 6的結

果類似。 

 

第三節  Salvianolic acid B 和 Magnolol 對血凊刺激下平滑肌細胞

RIP表達的影響 
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    平滑肌細胞在經過 27小時同步化後，在 15％血清的刺激下給予

salvianolic acid B 和 magnolol作用 24小時，從我們 western blot的結

果看來，如圖 8所示，salvianolic acid B 和 magnolol能引起 RIP的

表達，而且均呈劑量依附關係，不過仍以 magnolol 中 0.01 mg/ml

（P<0.05）及 0.05 mg/ml （P<0.01）這兩種劑量最明顯 。 

 

第四節  Salvianolic acid B 和 Magnolol 對血凊刺激下平滑肌細胞

Caspase-3表達的影響 

    平滑肌細胞在經過 27小時同步化後，在 15％血清的刺激下給予

salvianolic acid B 和 magnolol作用 24小時，從我們 western blot的結

果看來，如圖 9 所示，0.01mg/ml salvianolic acid B （P<0.05）和

magnolol的三種劑量都能引起 Caspase-3的表達，不過仍以 magnolol

中 0.01 mg/ml（P<0.05）及 0.05 mg/ml （P<0.01）這兩種劑量最明顯 。 

 

第五節  Salvianolic acid B對轉殖至血凊刺激下平滑肌細胞的NF-κ

B promoter的活性影響 

    以 liposome的方式將 NF-κB promoter-Luciferase Construct轉殖

至平滑肌細胞中，在 15％血清的刺激下給予 salvianolic acid B作用

24小時後萃取蛋白質，測定 luciferase表現量。結果如圖 10所示，以

0.01mg/ml salvianolic acid B（P<0.01）對 NF-?B promoter 活性具明顯
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的抑制作用。 

 

第六節  Salvianolic acid B 和 Magnolol 在大鼠血清中的抗氧化能

力 

在從血液中分離出的大鼠血清中加入 2mM CuSO4及 0.001mg/ml, 

0.01mg/ml, 0.1mg/ml Salvianolic acid B 或 0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 

0.05mg/ml Magnolol，作用 4小時後再加入 TBA和 TCA產生 MDA。

從酵素免疫分析測讀儀測出 0.01mg/ml salvianolic acid B（P<0.01）及

0.05mg/ml magnolol（P<0.01）均能顯著的減少大鼠血清中 MDA的產

生，而且有劑量依附關係，不過以 0.01mg/ml salvianolic acid B效果

最好。 
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圖 1. 
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圖2.  
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圖3. 
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圖4. Model for mechanical stress initiated-signal transductions in 

VSMCs. 
 
 

 

 

 

 

 

 



 45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖5. 



 46 

 

 

 

 

 

 

 

圖 6. Salvianolic acid B 和 Magnolol 對血凊引起平滑肌細胞DNA合

成的影響。所有平滑肌細胞都培養在含15％血清的 DMEM中，給藥

組加入 0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.1mg/ml Salvianolic acid B 及

0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.05mg/ml Magnolol，藥物作用時間 30小時。

與 15% 血清 control group比較起來只有 0.05mg/ml Magnolol對 BrdU 

incorporation 有明顯的抑制作用。 

＊＊ P < 0.01, ＊＊＊ P < 0.001 versus control group 
 

 

 

 

 

 

 

0.000

0.100

0.200

0.300

0.400

0.500

0.600

0.700

0.800

0.900

1.000

C
o
n
t
r
o
l

S
a
l
.
 
B
 
0
.
0
0
1
 
m
g
/
m
l

S
a
l
.
 
B
 
0
.
0
1
 
m
g
/
m
l

S
a
l
.
 
B
0
.
1
 
m
g
/
m
l

M
a
g
n
o
l
o
l
 
0
.
0
0
1
m
g
/
m
l

M
a
g
n
o
l
o
l
 
0
.
0
1
m
g
/
m
l

M
a
g
n
o
l
o
l
 
0
.
0
5
m
g
/
m
l

＊

＊

＊ 

＊ 

＊ 



 47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 7. Salvianolic acid B及 Magnolol對平滑肌細胞 PCNA表達程度的

影響。所有平滑肌細胞都培養在含 15％血清的 DMEM中，給藥組加

入 0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.1mg/ml Salvianolic acid B及 0.001mg/ml, 

0.01mg/ml, 0.05mg/ml Magnolol，藥物作用時間 24小時。與 15% 血

清 control group比較起來只有 0.05mg/ml Magnolol有降低 PCNA表

達的趨勢。＊＊ P < 0.01 versus control group 
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圖 8. Salvianolic acid B及 Magnolol對平滑肌細胞 RIP表達程度的影

響。所有平滑肌細胞都培養在含15％血清的 DMEM中，給藥組加入

0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.1mg/ml Salvianolic acid B及 0.001mg/ml, 

0.01mg/ml, 0.05mg/ml Magnolol，藥物作用時間 24小時。Salvianolic 

acid B及 Magnolol與 15% serum control比較起來 RIP的表達均有增

加，不過以 0.05mg/ml Magnolol增加最多。 

＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01 versus control group 
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圖 9. Salvianolic acid B及Magnolol對平滑肌細胞 Caspase-3表達程度

的影響。所有平滑肌細胞都培養在含15％血清的 DMEM中，給藥組

加 入 0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.1mg/ml Salvianolic acid B 及

0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.05mg/ml Magnolol，藥物作用時間 24小時。

Salvianolic acid B 及 Magnolol 與 15% serum control 比較起來

Caspase-3的表達均有增加，不過以 0.05mg/ml Magnolol增加最多。 

＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01 versus control group 
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圖 10. Salvianolic acid B 對 NF-?B promoter活性的影響。在平滑肌細

胞中加入 NF-?B promoter-Luciferase Construct和 liposome結合物作

transcient transfection後，經培養24小時再加入 0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 

0.1mg/ml Salvianolic acid B，藥物作用時間 24小時後萃取蛋白質。將

30ug蛋白質和 luciferase substrate混合後測定 luciferase表現量。結果

以 0.1mg/ml Salvianolic acid B 對 NF-?B promoter 活性具明顯的抑制

作用。 

＊＊ P < 0.01 versus control group 
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圖 11. Salvianolic acid B及 Magnolol在大鼠血清中之抗氧化能力。在

大鼠血清中加入 2mM CuSO4 及 0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.1mg/ml 

Salvianolic acid B或 0.001mg/ml, 0.01mg/ml, 0.05mg/ml Magnolol，作

用 4小時後再加入 TBA和 TCA產生 MDA。  Salvianolic acid B及

Magnolol均能顯著的減少大鼠血清中 MDA的產生，而且有劑量依附

關係。 

＊＊P < 0.01, ＊＊＊ P < 0.001 versus control group 
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第五章  討論 

    在前言中提到對於急性心肌梗塞的冠狀動脈疾病，在施行經皮穿

腔冠狀動脈血管成形術（PTCA）的介入性療法後，能對病患的症狀、

運動量以及生活品質作大幅度的改善。近年來台灣從事 PTCA的醫院

數，心臟科專家數，以及病例數都快速增加，但是 PTCA在動脈再狹

窄（約 30~50％）以及病人術後需進一步處置的機會仍然無法下降到

令人滿意的程度。因此尋找能降低內膜增生的治療方法是全球醫學界

共同努力的目標。 

    我們選用丹參萃取物 salvianolic acid B以及厚朴萃取物 magnolol

來作為研究的藥物，主要是由於丹參本身活血化瘀的效用在中國傳統

醫學中對於冠心病的治療有相當重要的地位，現代的藥理研究也證實

其效果（參照前言第四節）；而 salvianolic acid B具有抗脂質氧化並

清除自由基的能力[122,123]，此外能降低人的主動脈內皮細胞上的

VCAM-1 和 ICAM-1 的表達[124]，所以選用來探討對氣球擴張後動

脈再狹窄的影響。厚朴則是有文獻指出 magnolol藉其抗氧化的能力

減少大白鼠粒線體的脂質過氧化[116]，對於 neutrophil在細胞外間質

的附著也具有抑制效果，此外還能抑制心肌經缺血再灌流後所造成的

心室心律不整來保護心肌[116,117,119]；而從本實驗室蔡百榮學長的

研究結果得知厚朴的確能減少內膜增生的幅度，因此我們繼續探討
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magnolol對於減少內膜增生的分子機轉及途徑。 

    血管平滑肌細胞不正常的過度增生現象是氣球擴張術後產生

restenosis 的主要形成原因之一。首先就 salvianolic acid B及 magnolol

在 in vitro中對血清刺激下的平滑肌細胞增生現象是否會產生抑制作

用來探討。我們利用 PCNA這個核蛋白來作為觀察指標：因為 PCNA

是 DNA polymerase d的輔助因子，幫助DNA polymerase d和 DNA結

合並促進 DNA複製時的 DNA合成；PCNA的表達量在細胞週期中

的 S期達到最高峰，而且在其他時期不易偵測[125~128]；另一方面，

我們使用 Cell proliferation ELISA kit，偵測和細胞 DNA合成時所需

Thymidine 結構相近的 5-Bromo-2’-deoxyuridine（BrdU）的含量，其

目的和 PCNA一樣都是用來觀察藥物對 DNA合成的影響。最近的研

究中指出magnolol能抑制COLO-205和Hep-G2這兩種癌細胞的DNA

合成[129]。從我們的結果中得知高劑量的 magnolol（0.05 mg/ml）對

於抑制血清刺激下的平滑肌細胞 DNA 合成同樣有明顯的效果，而

salvianolic acid B則完全沒有影響。 

    前面提到由於血管平滑肌細胞不正常的增生是氣球擴張術後產

生 restenosis 的主要原因之一，所選擇的治療藥物除了直接抑制細胞

的 DNA合成之外，還可以從誘引細胞進行 apoptosis 使 restenosis 的

進程中細胞數目維持恆定的方向著手。從一些研究指出 magnolol 在
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COLO-205和Hep-G2這兩株癌細胞中會增加 p21, caspase-3, caspase-8, 

caspase-9這些蛋白質的表達並抑制 bcl-2，促使 cytochrome c 從粒線

體轉移到細胞質液中，增加細胞質液中游離態 Ca2＋，表示 magnolol

會引起細胞進行 apoptosis[130]。而 salvianolic acid B同樣有研究指出

在餵食膽固醇混合水溶性丹參萃取物的兔子施行氣球擴張術後進行

apoptosis 的細胞數目比正常組和餵食膽固醇組施行氣球擴張術增加

許多並伴隨著 p53 的表達，內膜新生增厚面積也明顯減少[131]。由

我們從平滑肌細胞作有關 apoptosis 的相關蛋白質表達上得知，在血

清刺激下的平滑肌細胞給予 salvianolic acid B和magnolol比起單純只

有血清刺激下的平滑肌細胞均能明顯地增加 receptor-interacting 

protein（RIP）及 caspase-3的表達（見圖 5），但這只是在蛋白質層面

上，仍需要從別的 apoptosis特徵來求証。 

    NF-κB是一種與 DNA結合的轉錄因子，分為 p50和 p65這兩

種次單元之蛋白質複合物；在調節免疫及發炎反應、胚胎及細胞分化

之發育連繫、細胞凋亡、細胞週期及腫瘤生成（oncogenesis）上扮演

重要的角色。已有研究指出 NF-κB 在施行氣球擴張術後會開始活

化，而且當以抑制劑減弱 NF-κB/Rel的活性及抑制 NF-κB promoter 

transactivation 可有效減少血管平滑肌細胞增生並且預防新生內膜形

成[132,133]；在由 TNF-α引起的血管平滑肌細胞遷移的實驗中，去
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除 NF-κB 的活性可減弱 TNF-α引起的血管平滑肌細胞遷移作用

[134]；另外一項研究指出，由 NO引起的細胞凋亡與 protein kinase C 

signaling 及 NF-κB 結合活性的減少有關[135]。從這些研究中得知

NF-κB對於 restenosis的形成相當重要。由我們 Luciferase assay的結

果看來，高劑量的 salvianolic acid B（0.1 mg/ml）對於 NF-κB promoter

的活性有十分顯著的抑制作用，由此可推測 salvianolic acid B可能經

由減少 NF-κB的表達促使細胞進行 apoptosis，見圖 5。 

    氧化低密度脂蛋白(Oxidatively modified LDL,ox-LDL)是動脈硬

化形成和氣球擴張術後血管再狹窄的主要致病因素之一。最重要的是

它被巨噬細胞的吸入是無控制性的，它的細胞毒性，和它的趨化性。

細胞或無細胞系統的 LDL 氧化主要是經由一個自由基過程

[136~139]，在此，LDL的 polyunsaturated fatty acid（PUFAs）會被脂

質過氧化作用(lipid peroxidation)轉換成脂氫過氧化物，然後再被分解

成不同的產物，包括活躍的乙醛如 malondialdehyde（MDA），

4-hydroxynonenal (4-HNE)，hexanal和很多其它的。多方面的研究提

議出這些 lipid peroxidation在 LDL粒子內所產生的產物會和 Apo-B

氨基酸基作共價鍵的結合；例如離氨基酸(lysine)基的 e-氨基 groups，

藉以產生使 Apo-B 對巨噬細胞清道夫接受器(macrophage scavenger 

receptors)有高度親和力的修飾 [138,139]接而形成泡沫細胞，同時
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oxLDL和其產物也會吸引血液中的單核球和血管中層的平滑肌細胞進

入血管內皮下空間。Ox-LDL 的細胞毒性也有可能由乙醛 lipid 

peroxidation的產物傳達到某一些程度[138]。HNE，2-alkenal，和 2,4 

alkadienals在 mmol的濃度下對內皮細胞有細胞毒性[140]。因此從血

管內膜的 ox-LDL擴散出來的乙醛會導至血管系統內皮細胞之破壞，

而加速動脈硬化病變或血管再阻塞病變的形成。這些發現，和 ox-LDL, 

以及 MDA 和 HNE 修飾 LDL 出現在粥狀動脈硬化病灶的發現

[141~143]，指出 lipid peroxidation和乙醛性 lipid peroxidation的產物

在致粥瘤性啟始作用過程中（包括刺激平滑肌細胞增生）扮演著一個

重要的角色[144]；血清中的MDA-LDL對於氧化壓力來說可當作是

測量指標，而且在一項臨床研究中，MDA在病患施行 PTCA將氣球

洩氣後 60秒會明顯增加[145]。另一方面，ox-lipoprotein-A也被証實

能引起內皮細胞中 PDGF-B 的表達[146]。在前言中提到在血管內膜

受傷害後所產生的氧自由基可視為第二訊息傳遞者：譬如增加血管平

滑肌細胞 DNA合成以及原致癌基因 c-myc和 c-fos mRNA的表達。

基於上面的理由，我們加入和細胞實驗中相同濃度的 magnolol 和

salvianolic acid B至含 2mM CuSO4的大鼠血清中觀察是否對血清中

MDA的產生發揮抑制作用，結果發現二者都能顯著地降低 MDA的

形成，而且呈 dose-dependent manner。 
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Abstract 

There are approximately 250,000 people suffered from restenosis 6 

months after percutaneous transluminal coronary angioplasty (PTCA) 

every year in the USA. One of the pathological mechanisms of restenosis 

has been attributed to abnormal proliferation of vascular smooth muscle 

cells. The aim of our study was to investigate the effect of Salvianolic B 

and Magnolol to inhibit proliferation of vascular smooth muscle cells and 

the mechanisms underlying the action of Salvianolic B and Magnolol. 

A10 cells, rat aortic smooth muscle cells,was used in this study to clarify 

these issues. From the in vitro result of western blot using antibody 

against PCNA and BrdU incorporation assay, we observed that 

0.05mg/ml Magnolol significantly inhibit the proliferation of rat aortic 

smooth muscle cells. Whereas Magnolol demonstrated the inhibitory 

effects on BrdU incorporation in a dose-dependent manner; Salvianolic B 

did not show innibitory effect of vascular smooth muscle cells 

proliferation. In our study, we also evaluate the proteins that related to 

RIP and caspase-3 can be affected by Salvianolic B and Magnolol. It was 

found that the protein level of RIP and caspase-3 was significantly 

induced by Salvianolic B and Magnolol. On the other hand, Salvianolic B 

could inhibit the activity of NF-κB promoter. These results suggest that 
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the proliferation of SMC can be regulated by Salvianolic B and Magnolol. 

Although PCNA protein level can be affectd by Magnolol, but we did not 

observe  significant effect of Magnolol on P27 and RB protein 

expression level.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


