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中文摘要 

在民間盛傳為藥虎之一的台灣金線連對保肝作用有顯著功效，

本研究以台灣金線連為研究題材，試著探討台灣金線連是否具有抑制

癌細胞生長的能力。以不同分化程度的肝癌細胞 HepG2、Hep3B、

Mal5、SK進行細胞生長抑制實驗，結果顯示在 HepG2細胞株中對台

灣金線連的感受性特別好，在 10μg/ml濃度下即有抑制近 50 %生長

率的效果出現，顯示金線連對於分化程度較好的肝癌細胞有較明顯抑

制生長的效果。在加藥後 GSH量有顯著下降的功能，CuZn-SOD量

有漸增的趨勢，catalase量在加藥後有漸少的趨勢。SOD活性隨時間

而增加，catalase活性在 24小時後，有相對減少的趨勢，在 48小時

後相對減少的量最多，在 72小時後相對的減少量最少。GPx、SOD、

catalase mRNA level皆有明顯之差異。 luciferase activity assay結果顯

示，加藥組與對照組之比較轉染具有 NF-κB結合位而影響轉錄子活

性約下降 4.6倍；轉染具有 AP-1結合位而影響轉錄子活性約下降 6.1

倍，兩者均有明顯之差異。推測金線連透過抑制 NF?B，AP-1 與

GCS-HS啟動區結合造成 GCS-HS mRNA合成減少，進而造成 GSH

表現量減少，因而使得 HepG2細胞生長受到抑制。在外加過氧化氫

的實驗結果顯示，以台灣金線連先處理過 HepG2細胞後在 1,2,4小時

內對超氧自由基、過氧化氫有比較強的清償能力。 
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英文摘要 

 
Anoectochilus formosanus is a traditional folk herb that was thought to 

have effect on liver function protection.  Previous studies showed that 

rat treated with water extracts of A. formosanus had better recovery of 

liver injury with reduction of the AST and ALT level.   

To determine the anticancer activity of A. formosanus on hepatocellular 

carcinoma, HepG2 cells were treated with serial concentration of water 

extracts of A. formosanus. Significant decrease of HepG2 cell 

proliferation was found with treatment of A. formosanus at 10 µg/ml.  

The glutathione mRNA level and the NF?B-dependent transcriptional 

activity were both decreased at 24 hour after A. formosanus treatment, as 

revealed by the quantitative RT-PCR and luciferase reporter gene 

analysis.   

Taken together, this study result indicated that A. formosanus may have 

the anticancer activity to hepatocellular carcinoma cell line and may elicit 

its effect through the free radical scavenger system..   
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一、緒論: 

 

1.1 台灣金線連之簡介 

台灣位處於溫帶及亞熱帶地區，含沛豐富的雨量，蘊育出許多植

物可供藥用。尤其在民間盛傳為藥虎(王)之一的金線連，更由於具廣

泛的藥效，使得原本長在海拔1500公尺下之山地闊葉林中的金線連因

遭濫採而日漸稀少。現今多產於嘉義縣吳鳳鄉、大埔鄉及南投縣仁愛

鄉等地(青草集.豐年社 1987)。 

金線連為多年生之蘭科 Orchidaceae 金線連屬 Anoectochilus 

植物，在墨綠色的圓形葉面上鑲嵌銀色略黃的鮮亮網紋,背面呈淡紫

紅色。台灣原產主要有二種：一、台灣金線連 Anoectochilus 

Formosanus hayata 花呈乳黃色，唇瓣中段帶有魚翅裂紋。二、高雄

金線連 Anoectochilus Koshunensis hayata 花為乳白色，無魚翅狀裂

紋，唇瓣兩側各三角裂片(甘偉松 1980；吳進錩 1979；劉國柱 1976)。 

 

1.2 台灣金線連之成分與藥理作用之研究 

金線連在藥理作用上包括：降血糖、鎮靜、鎮痛、利尿、抗發炎

等生理活性，此外，亦有研究結果顯示金線連作用於流行性感冒病毒

的基因轉譯過程，抑制血球凝集素之合成而影響其抗原(HA)的表現
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(侯嘉隆 1993)。在以小白鼠做生理活性檢測的實驗結果中，發現台

灣金線連效果優於高雄金線連(陳進榮 1988)。 

體外研究指出，以肝臟灌流法分離之大白鼠肝細胞進行體外培

養，用乙醯氨酚 acetamimophen 誘發毒性，以乙酸乙酯 ( EtOAc ) 萃

取之金線連進行處理，其結果顯示金線連有強抗脂質過氧化、清除超

氧離子自由基及肝細胞保護的效果( 林俊清等 1999 )。此研究亦證實

其 EtOAc 之萃取物可降低肝細胞之 GOT、GPT 濃度，提升 

glutathione量，並降低肝細胞脂質過氧化產物 malondialdehyde 

( MDA )之量，顯示金線連確實具有解毒及抑制肝細胞被過氧化的保

肝效果 ( 林俊清等 1999 )，然而在 CCl4 誘發大鼠肝纖維化的實驗

中，台灣金線連之水粗萃取物對肝纖維化指標 hydroxyproline 有明顯

的下降，而 MDA 卻沒有影響;因此，認為台灣金線連水粗萃取物，

減輕 CCl4 誘發之肝纖維化的作用可能經由抑制自由基以外的途徑進

行 ( 林文川等 1999)。 

金線連可藉由不同溶劑，抽取不同活性且種類不一的萃取物成

分。成分研究報告指出： 一、用正已烷萃取可分離出六個化合物：

(a) pheophytin a、(b) linoleic acid、(c) trans-β-carotene 、(d) 

2-methoxy-4-vinylphenol、(f) lutein；二、以乙酸乙酯粗抽取物分離出

五個化合物：(a) pheophytin a、(b) phytosterols、(c) uracil、(d) pheophytin 
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b、(e) anoectolide A；三、由甲醇粗抽取物中分四個化合物：(a) 

phytosterols、(b) anoectolide A、(c) anoectolide B、(d) 

ethyl-β-D-glucopyranoside。其中尤以 pheophytin a， linoleic acid， 

trans-β-carotene可能具有對多形核白血球和週邊的抗發炎活性 ( 林

宗輝 2001 )。此外，台灣金線連成分中更富含維生素 C 及 Ca、P、

K、Na、Mg等礦物質和 Fe、Mn、Zn、Cu等諸多的微量金屬 ( 劉

新裕等 1987 ) ；其他尚含有許多維生素B、維生素 E 及 nicotinic acid 

成分（ Tang et al. 1996 ），其中 linoleic acid、trans-β-carotene、維

生素 B、維生素 E 與抗氧化機制有關。 

研究報告指出經由以 diethylnitrosamine ( DEN ) 誘發 SD rat肝

癌化的過程中  β-carotene 可藉其抗氧化功用預防細胞膜  lipid 

peroxidation、RBC membrane protein damage 有預防肝癌化之效果。

當有β-carotene存在時，其他 free radical scavenger 如 SOD、catalase 

的活性亦同時隨之上升( Sarkar et al.1995 )。 

此外，尤其當白蛋白攜帶不飽和必需脂肪酸(如: linoleic acid )時，

其作用如同抗氧化物，可清除自由基而且可避免細胞膜脂質過氧化。

因而具有抗突變、抗菌、抗黴菌、抗病毒等特性 ( Das et al.1999 )，

更有人進一步指出治療癌症的化療、放療，經由必需脂肪酸的 

r-linoleic acid合併治療後，可有效的抑制 primary tumor proliferation 
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能調節並提高化療、放療的療效 ( Baronzio et al. 1995 )。此外，在

vitamin E 抗氧化的實驗中證實，vitamin E扮演 free radical scavenger 

的角色，可保護肝臟以抵抗氧化，並抑制 c-myc 癌基因的過度表現；

藉由捕捉並降低 Reactive oxygen species ( ROS ) 的合成，能有效的

抑制肝癌的發展 ( Factor et al. 2000 )。另外，在以 0.025 % ciprofibrate

連續60週，每週5天餵食雄性 F-344 rats 誘發肝癌化的實驗中，證實

同時使用腹腔注射 Dimethylthiourea ( D.M.T.U.屬於一種  hydroxyl 

radical scavenger ) 可以令自由基下降，避免肝細胞 DNA damage，抑

制肝癌的發生 ( Rao et al. 1999 )。可見 free radical scavenger 藉由清

除自由基 以避免細胞膜遭受 lipid peroxidation 、DNA damage，進而

抑制肝癌的發生。 

 

1.3 自由基、活性氧分子與抗氧化酵素之介紹 

自由基 ( free radical )是外圍電子軌道具有單一或多個未成對電

子的分子、原子或離子，由於不成對電子在外圍軌道上呈現不穩定狀

態，因而具有很高的活性；故易和細胞中之大分子物質如 DNA、蛋

白質和脂質反應。被自由基攻擊過的分子，往往會形成另一個自由基

分子，故產生連鎖式的破壞效應，造成人體更大的傷害。 
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1.3.1自由基的形成原由和導致之細胞傷害  

(一) 自由基的形成原由 

1. 吞噬細胞：當吞噬細胞被活化以執行吞噬作用時，受到位於細胞

膜上的 redutase, NADPH 催化後，會造成細胞大量地耗氧，並且

將氧分子快速地還原為超氧自由基。 

2. 粒線體中電子傳遞系統：粒線體內產生腺核? 三磷酸之電子傳遞

系統中，氧分子進行不完全氧化形成超氧自由基。 

3. 微粒體中電子傳遞系統：在內質網膜有一系列氧化酵素，其中主

要的氧化外生性化學物質 ( xenobiotics)，經單氧化酵素參與氧化

過程中由 NADPH 提供一個電子，進而形成氧的還原態中間產

物。 

4. 可溶性氧化酵素：此類酵素可氧化內生性或外生性物質，如 

xanthine oxidase 可直接與氧分子作用形成超氧自由基、過氧化

氫，甚至於毒性更強氫氧自由基。 

5. 內生性或外生性物質的自行氧化：如 dopamine 經氧化後可形成

活性氧的化合物，與引起巴金森氏症疾病有關。 

6. 過渡金屬：銅及鐵是最主要參與反應的金屬離子，如 DNA、蛋白

質和脂質等大分子的電子轉移，此外亦可催化過氧化物分解造成

組織傷害。 
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1.3.2、活性氧分子 ( reactive oxygen species, ROS ) 的種類和

造成之毒性 

ROS 的形成與心血管疾病、發炎及癌症等息息相關(Clemens 

1991；Brigham 1991；Kukreja and Hess 1992；Prasad et al. 1993)。ROS

包括 oxygen radicals ( O２
.-和 . OH ) 和 non- radical derivatives of 

oxygen ( H２O２和 ONOO -) 為一群具有強氧化力的氧分子，因為具有

很高的活性，可造成 DNA、蛋白質和脂質的傷害 ( Scandalios 1993 )。 

人體中的自由基清除酵素 free radical scavengers，可防止體內過

多的自由基產生．以維持氧化還原平衡。如果 ROS 的產生增加太多

或抗氧化機制的能力下降時，將導致平衡狀況的崩解，造成氧化壓力

oxidative stress，進一步令細胞產生氧化傷害 oxidative damage。 

由於氧氣對於維繫生物體生命極為重要，而活性氧分子在細胞正

常生長與代謝過程中皆會產生，所以活性氧分子可對生物體不時地造

成威脅 ( Fridovich 1978 )。當生物邁入老化階段或生長環境不良時，

粒腺體電子傳遞系統中的電子會被氧分子中途截獲而變成超氧自由

基 superoxide radical (Pell and Steffen 1991)。如果超氧自由基與 H２O２

同時存在時，可經由 Fe2+催化 ( Haber-weiss反應 ) 產生毒性更強的

氫氧自由基 ( Bowler et al. 1992 )。此外其他化學系統刺激 ( 如游離

輻射、銅、鐵及光等 ) 也可產生自由基。 
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而與人類疾病相關的自由基約可分為五大類： 

1.超氧自由基：舉凡生物皆可產生 O２
.- ( Fridovich 1975 ) 當吞噬細胞與外

來抗原或是免疫複合物作用時也會造成超氧自由基 O２
.-生。但由於 O２

.-是

通常最早形成的自由基且半衰期極短，咸少直接造成傷害，可是過多的 O２
.-

可引起一連串反應，產生其他次級產物 ( 如脂質自由基 ) 對生物體造成

嚴重地傷害。 

2.過氧化氫：當巨噬細胞被活化以執行吞噬作用時、O２
.-經由 SOD催

化皆可形成 H２O２。由於 H２O２可通過細胞膜和體內的銅及鐵發生

Fenton反應 ( Walling 1982 )，進而產生破壞力強的 .OH氫氧自由基

及 HOCl。 

3.氫氧自由基：OH氫氧自由基為最活躍的自由基之一，在體內可經

由 H２O２和體內的銅及鐵發生反應而產生；另外 X-ray 照射也會造成

H２O２大量地形成，造成脂質過氧化而且與細胞內醣類、胺基酸、磷

脂質、核糖體及有機酸反應引起細胞傷害。尤其 H２O２可和 DNA 的

purine及 pyrimidine作用引起細胞突變或死亡。 

4.單態氧：當接受紫外線照射時體內氧分子被激發成不穩定狀態，使

電子逆轉而極易與氫反應，造成脂質過氧化以及其他自由基的形成。 

5.過氧化脂質：過氧化脂質為體內最多的自由基反應物。當不飽和脂

肪酸受到自由基氧化時會產生極多的自由基。並且經由過氧化脂質再
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裂解成其他的自由基，以形成有害的醛類 (如 malondialdehyde MDA ) 

或其他產物。若不飽和脂肪酸過氧化發生在細胞膜上，則會使細胞膜

失去功能；過氧化脂質也可直接與蛋白質、酵素、核酸作用，引發細

胞突變或死亡 ( Francisco 1996 )。 

 

1.4 體內抗氧化機制 

一般生物抗氧化機制含有酵素及非酵素二大防禦機轉，以減低活

性氧分子造成的傷害(Jose′ M et al. 1999)。人體中的酵素性抗氧化物

primary antioxidant enzymes 主要有三種：分別為(1)superoxide 

dismutase ( SOD )、(2) catalase ( CAT )及(3) glutathione peroxidase 

( GPx )；人體中的非酵素性抗氧化物則以 glutathione reductive form 

( GSH )為代表。 

酵素性抗氧化物 

(1)superoxide dismutase: SOD 除了具備一般生物酵素特性之外，也

是唯一以 O２
.- 為受質的酵素，其結構與胺基酸排列有一定的特徵，

和金屬離子 ( Mn2+，Cu2+，Zn2+，Fe2+) 的輔助因子以螯合形式結合。

依其蛋白結構與金屬離子種類不同又可分為MnSOD、CuZnSOD、及 

extracellular SOD ( ECSOD )。 

CuZnSOD 存在細胞質內，是細胞內最主要的 SOD同功酵
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（ Kanematsu and Asada 1989 ）。其分子量約 32 kDa，由二個相同次

單元所構成，每個次單元各有一個銅原子、鋅原子；銅原子的功能為

參與氧化還原反應，而鋅原子則是與 SOD 蛋白質構形有關聯 

（Tainer et al. 1983）。 

MnSOD 存在粒腺體基質內，其分子量約 40-90 kDa，由 2或 4

條次單元所構成，每個分子含有 1-2個錳原子；其活性與輔基中的

Mn2+有關， MnSOD 的組成中比 CuZnSOD 含有較多的酪胺酸及色

胺酸， MnSOD 可轉換由電子傳遞系統所釋出的電子產生的 

superoxide radicals ( O２
.- )成為 hydrogen peroxide (H2O2 )，再藉由 GPx

及 catalase 去除 hydrogen peroxide，以避免 oxidative damage的產生。 

(2)catalase: 由血質素與四個相同次單元所構成，其分子量約 60 

kDa，可不被任何濃度的 H2O2 所飽和為極有效率之酵素，因可將H2O2 

轉化成氧，而維持細胞內氧濃度以對抗氧化壓力。 

(3)glutathione peroxidase: 由四個相同次單元所構成，其分子量約80 

kDa，可將二分子的 GSH 轉化成氧化態的 GSSG ，再將 H2O2轉化

成氧，而維持細胞內氧濃度以對抗氧化壓力。 
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非酵素性抗氧化物 

glutathione reductive form (GSH): 為帶有-SH基的 triple peptide，是

人體內主要的可溶性抗氧化物質，富含於細胞質、核仁、粒線體之中，

在肝細胞中負責執行許多解毒的功能。並可作為  glutathione 

peroxidase的受質，對過氧化氫進行分解作用，而且可與 vitamin E協

同保護細胞膜避免受自由基的傷害。 

 

1.5 研究動機 

由過去的研究顯示不管是 CCl4 誘發大鼠肝纖維化的活體實驗

或者以肝臟灌流法分離之大白鼠肝細胞進行體外培養，用乙醯氨酚 

acetamimophen 誘發毒性的體外研究，結果均指出金線連具有保肝作

用，但是否具抗氧化功用則有待進一步探討。 

在人類肝癌細胞中 hepatocellular carcinoma ( HCC ) 發現到與鄰

近正常組織比較抗氧化酵素(antioxidative enzyme) 的活性或可抑制 

lipid peroxidation能力高；且經由自由基 free radical測定，發現有增

加的現象，可證實 free radical 和 HCC 具關聯性 ( Iwagak H et al. 

1995 )。另外在人類肝癌細胞 HepG2細胞培養中發現，證實當受到 

NF-κB、AP-1 結合至 Glutamyl cysteine synthetase heavy subunit 

promoter 上游結合位時，GCS heavy subunit promoter，會促進 GSH
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合成酵素 ( GCS ) 增加轉錄速率進而提升 GSH的產量並促使 HepG2

細胞生長 ( Huang et.al 2001 )。 

我們希望藉由建立體外培養肝癌細胞的模式，探討台灣金線連的

水萃取物對於肝癌細胞(HepG2,Hep3B,Mal5,SK)抑制生長之作用，並

試圖找出可抑制肝癌細胞生長之有效劑量。此外，將進一步探討台灣

金線連，是否經由自由基的改變而抑制肝癌細胞 HepG2 的生長；而

此機制是否與 primary antioxidant enzymes 的活性或表現量改變相

關，以試圖找出台灣金線連抑制肝癌細胞生長之可能作用機轉。 
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二.材料與方法: 

2.1 細胞之處理： 

HepG2，Hep3B，Mal5，SK 細胞在直徑 3.5 cm 培養皿中，以

原始密度 5 ×105/ml 利用含 10% 胎牛血清的 Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium ( DMEM ) 培養基在 37℃，5% CO2 培養細胞。將未知

濃度台灣金線連水抽取物經冷凍乾燥機 ( IWAKI FRD-50P ) 冷凍乾

燥後，刮下冷凍乾燥結晶物，在無塵操作台稱取所需藥量，並以 

DMEM ( Gibico ) 稀釋成 2.5, 5, 10, 50 mg /µl 不同濃度的台灣金線

連 stocking solution 備用。 

HepG2 細胞同時接受各種不同濃度 ( 最終濃度 2.5, 5, 10, 25 

µg /ml ) 的台灣金線連藥物處理過後，分別在 37℃，5 % CO2 培養 

12, 24, 48 小時後， 收集細胞進行下一步實驗。 

 

2.2 細胞毒性試驗:  

Trypan blue exclusion test: 細胞懸浮液與Trypan blue各100 µl等

量混合5分鐘後在計數盤中，計算細胞數目。由於活細胞因為具有將 

Trypan blue排出的功能，因此只有死細胞會被染上，由存活細胞數與

死細胞數的比例，可以得到由不同濃度藥物造成之細胞毒性和存活

率。 
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2.3 蛋白質抽取:  

將所有分別在 37℃ 培養 12, 24, 48 小時後的細胞去除 DMEM 

培養基，以 cold phosphate buffer solution PBS 200 µl 清洗2次。以含

有1mM PMSF、10µg/ml leupeptin、10µg/ml aprotinin、200 µM sodium 

orthovanadate、10mM sodium fluoride以及100 µM EGTA的lysis buffer 

( Hepes pH7.5 sodium salt；150 mM NaCl；10% Glycerol；1% Triton 

X-100；1.5 mM MgCl2 ) 200 µl 加入細胞並置冰上作用45分，將細胞

膜溶解。 將細胞刮下並收集在離心試管中，以  10000 rpm 速度離心

10分鐘後，收取上清液。蛋白質濃度以蛋白質分析液

(Bradford ,Bio-Rad)，利用分光比色計( Beckman DU 650 ) 在 595 nm 

的波長下定量。 

 

2.4 Glutathione assay：  

將藥物處理後之檢體以低速度離心取出cell pellet，加入500 µl 

5%  metaphosphoric acid 均質化，並以4℃ 3000×g 離心10分鐘後；

取上清液20~300 µl 備用。用glutathione assay kit ( Calbio Chem ) 方

法，先以stock glutathione solution 依已知不同濃度 ( 0, 20, 40, 60, 80, 

100 µM ) 求出標準曲線。再用Reagent 3 buffer ( Calbio Chem ) 利 用

分光比色計 (  B e c k m a n  D U  6 5 0  )以波長400nm先歸零。取上



 22 

清液20 µl以Reagent 3 buffer ( Calbio Chem ) 稀釋至總體積為900 µl 

待檢。加入可使所有含硫化物轉變成 thioethers 的 50 µl Reagent 1 

( Calbio Chem ) ，接著加入當pH >13時可以單獨將GSH adduct 轉變

成可辨識之發色thione的含30 % NaOH Reagent 2 ( Calbio Chem. ) 50 

µl；在室溫下避光反應10分鐘。利用分光比色計 (  Beckman DU 

6 5 0  )  以 400 nm測OD值並內插求出 glutathione 值來。 

 

2.5 以西方墨點法測定蛋白質的表現量： 

將抽取出之蛋白質經由 sodium dodecyl sulphate polyacrylamide 

gel eletrophresis SDS-PAGE 電泳後，於4�aC cooling system中以50V 

200 mA 2小時轉漬到硝化纖維片上。並以pH 7.2 PBS緩衝液(0.137M 

NaCl；8 mM Na2HPO4；2.68 mM KCl；1.47 mM KH2PO4 )浸潤之，

以含 5 % non-fat milk 之 PBS 於37℃C作用1小時。加入初級抗體於

含1 % non-fat milk 之 PBS 中依照比例稀釋成反應濃度，37℃作用1

小時，然後以含0.5 % Tween 20之 PBS 清洗1小時。加入2級抗體於

含1 % non-fat milk 之 PBS 中依照比例稀釋成反應濃度，在 37℃ 作

用1小時。然後以含 0.5 % Tween 20 之 PBS 清洗1小時,然後加上 

ECL 偵測試劑(Amersham pharmacia)至膜上作用1分鐘，壓片後曝光

顯影。 
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2.6 R N A之 抽 取 :   

將藥物處理過後的細胞，以每10 ㎝2加入 REzol Rg ( Protech ) 1 

ml的濃度使用，在室溫下作用5分鐘，使 nucleoprotein complex 被全

完分解。接著依照每 1 ml Rezol 加入 0.2 ml chloroform 的比例，強

烈振盪混合15秒並在室溫下作用2分鐘以後，在 4℃下以 12000×g 離

心 15 分。取出上清液，以 1:1 比例用異丙醇沉澱 RNA，在室溫下

作用10 分鐘以後，在 4℃下以 12000×g 離心 15 分。以 75% 酒精

來沉澱 RNA pellet，在 4℃下以 12000×g 離心 5 分，最後使之自然

乾燥。抽取的 RNA 以二次水溶解，以  RNA gel 來確認是否有抽取出 

RNA ，並利用分光比色計( Beckman DU 650 )測定其 OD 值。將純化

後的 RNA 放置在 -80℃ 冰箱中以待進一步實驗分析。 

 

2.7 以  RT-PCR 來評估基因的表現:  

取 1 µg RNA 當模版，在 95℃ 中置一分鐘後，再放冰上冷卻。

加入 4 µl 5X MMLV-RT First-Strand buffer ( 250 mM Tris–HCl pH 8.3 , 

375 mM KCl , 15 mM MgCl2 )，加 8 µl 10 mM dNTP，加 1.5 µl 200 ng/µl 

random primer，加 0.5 µl RNasin (40 U/µl)，加 1 µl MMLV-RT (200 

U/µl ，Life Technologies)，加完後放入 42℃水浴 2小時。再取 5 µl c 

DNA中加入 10× buffer 、 40 U/µl RNasin，加入 100 ng/µl的 primer 
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( 含 forward ,reverse primer ) 各 1.5 µl，再加入最終濃度  final 

concentration 1 mM dNTP，再加入 Taq 聚合酵素 0.5 µl，進行 PCR 得

到 RT-PCR DNA 產物。所得之 DNA 產物以電泳分析法配合數位影

像分析儀來加以評估各種藥物處理對於相關基因表現量之改變。 

實驗中亦包括一組 actin primer set 來做為內因性的對照組，以

確定各組所用RNA 的量皆為一致。 

 

2.8 轉錄子活性分析  promoter assay :  

HepG2細胞經轉染含有 NFκB ,AP-1 結合區之報導基因

( luciferase ) 載體後，經 48小時，以 1×PBS 清洗細胞2次，用150 µl 

cell lysis buffer ( 125 mM Tris ，pH7.8 with H3PO4 ；  10 mM 

EDTA ；10 mM DTT ；50% Glycerol；5% Triton X-100 ) 將細胞溶解

下來。再將溶解液移至微量離心管中，13000rpm 離心1分鐘，收集上

清液。 

以 Bio-Rad protein assay kit 方法，定量蛋白質濃度之後，將所

有欲測之轉染細胞檢體各取 25 µg 蛋白質，加cell lysis buffer 到 25 

µl，依序放入96 孔平盤中，以 TROPIX TR717 ( PERKIN ELMER ) 測

定其冷光強度，換算成轉染後 luciferase 活性強度，藉以評估欲測基

因轉錄活性的強度。 

 



 25 

2.9 超氧化歧化酵素活性分析  SOD activity assay：  

將藥物處理後之 HepG2檢體以 4℃ 3000×g 離心 10分鐘離心取

出 cell pellet，加入 200 µl cold PBS，並以以 4℃ 3000×g 離心 10分

鐘後去除上清液洗二次。加入 200 µl PBS在冰上超音波振盪 10秒鐘

三次，並以 4℃ 12000 rpm離心 30分鐘取上清液備用。 

用 SOD assay kit ( RANDOX ) 方法，先以 stock solution 依已知

不同濃度求出標準曲線。xanthine 與 250 µl xanthine oxidase 反應後

可形成超氧自由基，而超氧自由基與 1.7ml mixed substrate ( I.N.T. ) 

反應後可轉變成 red formazan dye。再加入 5 µl檢體在 37℃ 一起作

用，若 SOD activity 高時形成 red formazan dye 即受大量抑制。利

用分光比色計( Beckman DU 650 )以波長 505 nm 測 OD值並內插即

可求出 SOD activity 值。 

 

2.10 過氧化氫酵素活性分析 catalase activity assay：  

超音波振盪後取上清液，利用蛋白質分蛋白質分析液

( Bradford ,Bio-Rad )，以分光比色( Beckman DU 650 ) 在 595nm 的

波長下定量蛋白質濃度。取等量蛋白質在 Native-PAGE 上經電泳

後，將膠片浸於 3.27 mM H2O2 反應 5分鐘。倒出反應液，以 dd H2O

清洗數次。將膠片浸於 FeCl3和 K3[Fe(CN)6]採 1:1比例混合的染劑之
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中，作用 10分鐘。在膠片之上可以見到深藍色的背景之中，呈現出

淺藍色的亮帶，此即是 catalase 活性所在。以二次水清洗染劑，並儘

快定量以免退色影響到結果。 

 

2.11 超氧自由基分析 Superoxide assay：  

利用可與超氧自由基反應的 Dihydroethidine（DHE）特異性等染

料，具有自由通透細胞的功能，若遇上超氧自由基時會被氧化成

ethidium，並結合嵌在 DNA 雙股分子上的特性，經由流式細胞儀中

激發光波長 488nm，可將其激化成 590nm成紅色螢光，藉此發散的

螢光值可以得知細胞內超氧自由基的濃度。 

將 DHE ( Molecular Probes ) 以 Di-methylformarnide DMF 

( Sigma ) 溶解再以 PBS稀釋泡製成 10 mM 濃度的 DHE備用。將分

別培養 24、48、72小時的 HepG2細胞株，以 trypsin處理後，將細

胞懸浮液以 800 rpm離心 15分鐘，倒去 DMEM，再以 cold PBS重覆

上述步驟清洗細胞 2次後，再以 1ml PBS小心的混合成細胞懸浮液待

測。再以最終濃度 10 µM/ml DHE加入，在 37℃反應 15分鐘後以流

式細胞儀測試其值，並比較加藥組與對照組之間，在不同時間點的細

胞內超氧自由基產量。 
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2.12 過氧化氫分析  Hydroxy peroxidase assay：  

利用脂溶性的 2' 7'- dichlorofluoresein Diacetate ( DCFH-DA ) 特

異性染料，可自由通過細胞內被水解成水溶性 DCFH 留滯於細胞內

若遇有 H 2 O 2 則可被氧化成發前綠色螢光的 DCF 經由 COULTER 

FACs 流式細胞儀中激發光波長 488nm激化成 535nm綠色螢光，藉

些發散的螢光值可反映出細胞中 H 2 O 2 濃度。 

首先取出 DCFH-DA ( Molecular Probes ) 以 DMF 溶解以 PBS 

稀釋泡製成濃度 20 mM DCFH-DA 備用，將分別培養 24、48、72小

時的 HepG2 細胞株以 Trypsin 分離出培養皿。將細胞懸浮液以 800 

rpm離心 15分鐘，倒去 DMEM，再以 cold PBS重覆上述步驟清洗細

胞 2次之後，再以 1 ml PBS小心的混合成細胞懸浮液待測；再以最

後濃度 20 µM/ml DCFH-DA加入 ，37℃反應 15分鐘後，以流式細

胞儀測試其值，並比較加藥組與對照組間在不同的時間點的細胞

H 2 O 2 的產量。 

 

 

2.13 外加 H2O2實驗超氧自由基、過氧化氫分析  ： 

將最終濃度 200 µM H2O2  加入 5×105/ml HepG2 細胞懸浮液

中，分別有 A.對照組只加入 200 µM H2O2 不加台灣金線連； B .先加
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入 200 µM H2O2 30分鐘後再加台灣金線連 10 µ g / m l； C. 先加入台

灣金線連 10 µ g / m l 再加 200 µM H2O2。以流式細胞儀測量 1，2，4 

小時 DHE 與 O 2
-.反應、DCFH-DA與 H2O2 反應後，留滯於細胞內

部的染料受到螢光激發而散發之螢光訊號，藉以比較出對照組與台灣

金線連施藥實驗組 O2
- 與 H2O2 產量的差異。 

 

2.15 統計分析方法： 

當樣本觀察值所來自的母群體不是近似於一常態分佈時，這些檢

定可能會導致不正確的結論，在此情形下，我們可以使用觀察值的等

級(ranks)而非觀察本身來計算假設說檢定的統計量，利用等級而不是

實際之測量值可以保留對反應值之間相對大小的許多訊息，而不必對

樣本所來自之母群體的分佈作任何假設，稱為無母(nonparametric) 或

無分佈 ( distribution free ) 方法。無母數方法的檢力(power)是對應之

有母數方法的百之九十五到九十六。所以，這些檢定的檢力可以從計

算其對應之有母數檢定的檢力來估計之，當觀察值不是從態分佈之母

群體抽出時，無母數方法不僅較為可靠，其檢力也較有母數方法來得

大。 

在生物醫學研究中受限於樣本數不大，而我們的選擇(有母數或

無母數方法)常必須根據判斷及喜好，而非充足的證據。無母數方法
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在數據是從常態母群體而來，其檢力達有母數之百分之九十五，且比

數據不是從常態分佈而來時更可靠，在分析研究數據時應該假設愈少

愈好，所以建議使用無母數方法。根據等級而非實際觀測值的方法，

把實際之觀測值以他們的等級(rank)取代之，然後注意所有可能之等

級的組合所形成的母體群。因為，所有的樣本其個體數均是有限的,

我們可以很容易地列出這些個體所有可能之等級合，而得到檢定試驗

無效果之檢定統計量。 

使用Wann-Whitney rank sum test方法，計算雙尾數值 critical 

values T臨界值(計算 T值即較小之樣本的等級和，若兩樣本數相等

時，可以任意計算較大或較小的樣本群)將此計算的 T值與同樣本數

之所養可能等級和形成的分佈相比較，若是檢定 T臨界值落在雙尾數

值之外時，代表檢定出假說無效。 
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三、結果 

3.1 台灣金線連對各種不同肝癌細胞株的生長影響 

為探討台灣金線連是否具有抑制肝癌細胞生長，我們選擇不同

分化程的肝癌細胞 HepG2、Hep3B、Mal5、SK進行細胞計數實驗。 

3.1.1 台灣金線連對 HepG2細胞株生長率影響之結果 

加入台灣金線連不同劑量的實驗組與不加藥處理的對照組在培

養 24 小時後，計算其生長速率。經比較後得知在較低劑量 2.5 µg/ml  

及 5 µg/ml 組與對照組相比，並無明顯的差異，而在較高劑量的 10 

µg/ml與 25 µg/ml組，則有明顯的差異(p<0.05)。相同的結果出現在

48 小時實驗中。在培養 72 小時後，以低劑量處理 2.5 µg/ml組，並

無明顯的差異，但在處理 5 µg/ml、10 µg/ml組與對照組相比較，出

現明顯的差異(p<0.05)，已有顯著控制生長率的效果，尤其在較高劑

量的 25 µg/ml組則有明顯的差異(p<0.01)(圖一)。 

3.1.2 台灣金線連對 Hep3B細胞株生長率影響之結果 

加入台灣金線連不同劑量的實驗組與不加藥處理的對照組在培

養 24 小時後，計算其生長速率。經比較後得知在較低劑量 2.5 

µg/ml 、5 µg/ml 與 10 µg/ml組，並無明顯的差異，而在高劑量的 25 

µg/ml組，則有明顯的差異(p<0.05)。相同的結果出現在 48 小時實驗

中。在培養 72 小時後，處理 2.5 µg/ml與 5 µg/ml及 10 µg/ml組，並
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無明顯的差異，沒有顯著控制生長率的效果；而在高劑量的 25 µg/ml

組則有明顯的差異(p<0.01)(圖一)。 

3.1.3 台灣金線連對Mal5細胞株生長率影響之結果   

加入台灣金線連不同劑量的實驗組與不加藥處理的對照組在培

養 24 小時後，計算其生長速率。經比較後得知在較低劑量 2.5 µg/ml

及 5 µg/ml，並無明顯的差異，而在高劑量的 10 µg/ml 、25 µg/ml組，

則有明顯的差異(p<0.05)。相同的結果出現在 48、72小時實驗中。 

3.1.4 台灣金線連對 SK細胞株生長率影響之結果 

加入台灣金線連不同劑量的實驗組與不加藥處理的對照組在培

養 24 小時後，計算其生長速率。經比較後得知在較低劑量 2.5 µg/ml

及 5 µg/ml，並無明顯的差異，而在高劑量的 10 µg/ml 、25 µg/ml組，

則有明顯的差異(p<0.05)。相同的結果出現在 48、72小時實驗中。 

總結以上結果顯示台灣金線連水萃取物對於分化程度較差的惡

性肝癌細胞株Mal5及 SK抑制生長效果較不明顯，但特別在分化程

度較好的良性肝癌細胞株 HepG2抑制生長效果較為顯著，在 10 µg 

( IC50 )劑量時即可有效抑制生長，所以我們選擇對於台灣金線連藥

物感受性較好的 HepG2肝癌細胞，以 10 µg為固定劑量接著觀察在

24、48、72小時不同時間點細胞內各種不同蛋白質的表現量。 
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3.2 台灣金線連對 HepG2 細胞株之 GSH變化量測定 

在 2001年 Huang等人首先發現在人類肝癌細胞中 GSH以及

GSH合成酵素表現量增加，並且藉由體外試驗 HepG2細胞培養觀察

得知當增加 GSH表現量時可促進 HepG2細胞生長，另外由 2/3肝切

除的動物實驗中證實 GSH表現量增加為正常肝細胞再生時 DNA 合

成所必需 ( Huang et al.2001 )。所以我們接著以台灣金線連 10 µg/ml 

為固定劑量處理 HepG2 細胞株之後，在 24小時、48小時、72小時

觀察細胞生長受到抑制時，GSH的表現量也是否隨之下降。 

結果顯示在以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 細

胞株之後，不管在 24小時、48小時、72小時後，與未施藥的對照組

比較下均 P<0.009，在統計上有明顯的差異；顯示台灣金線連處理過

HepG2 細胞株後，有使細胞 GSH量顯著下降的功能 (圖二)。 

 

 

3.3 以西方墨點法測量  CuZn-SOD、  catalase 蛋白質表現

情形 

3.3.1以西方墨點法分析 CuZn-SOD 蛋白質表現量測定  

以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理HepG2 細胞株之後別在

24小時，48小時，72小時後抽取蛋白，與未施藥的對照組比較。其
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細胞內源性抗氧化酵素 CuZn-SOD蛋白質量，在經由β-actin 修正後

分析所得之數據顯示，台灣金線連施藥24小時後與正常組比較為 1.43

倍，台灣金線連施藥 48小時後與正常組比較為 1.36倍，台灣金線連

施藥 72小時後與正常組比較只有 1.02倍，在統計學上沒有明顯的差

異 (圖三)。 

3.3.2以西方墨點法分析 catalase 蛋白質表現量測定  

以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 細胞株之後，分

別在 24小時、48小時、72小時後抽取蛋白，與未施藥的對照組比較。

其細胞內源性抗氧化酵素 catalase蛋白質量在經由β-actin 修正後分

析所得之數據顯示，台灣金線連施藥 24小時後與正常組比較為 0.9

倍，台灣金線連施藥 48小時後與正常組比較為 0.73倍，台灣金線連

施藥 72小時後與正常組比較只有 0.82倍。在統計學上並沒有明顯的

差異 (圖三)。 

總結以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 細胞株之

後，分別在 24小時、48小時、72小時與未施藥的對照組比較其細胞

內源性抗氧化酵素的表現量，並沒有明顯的差異。所以，我們想進一

步以 RT-PCR 方法取代北方墨點法探討其相關酵素在 RNA level上

的表現。 
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3.4台灣金線連對 HepG2 細胞株中抗氧化酵素 mRNA表現

之測量 

3.4.1 RT-PCR測量 GCS mRNA的表現情形 

以軟體分析 RT-PCR實驗所得之結果，24小時實驗組與對照組比

較之下顯示 GCS mRNA的表現有明顯下降的差異( P<0.05 )。但在 48

小時、72小時後其量變化均不明顯，無統計上之意義 (圖四、五)。 

3.4.2 RT-PCR測量 GPx mRNA的表現情形 

以分析軟體分析 RT-PCR實驗所得之結果，實驗組與未施藥的對

照組比較之下，在 24小時、48小時、72小時皆有明顯之差異(P<0.05) 

(圖四)。 

3.4.3 RT-PCR測量 SOD mRNA的表現情形 

以分析軟體分析 RT-PCR實驗所得之結果，實驗組與未施藥的對

照組比較之下，在 24小時、48小時、72小時皆無明顯之差異 (圖四)。 

3.4.4 RT-PCR測量 catalase mRNA的表現情形 

以分析軟體分析 RT-PCR實驗所得之結果，實驗組與未施藥的對

照組比較之下，在 24小時、48小時、72小時(P<0.05)皆有明顯之差

異 (圖四)。 

結果顯示在以台灣金線連處理 HepG2 細胞株之後，不管在 24
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小時、48小時、72小時，與未施藥的對照組比較下 SOD mRNA level

無明顯之差異，catalase mRNA level皆有明顯之差異；在蛋白質表現

量上卻不明顯，因此，除了瞭解細胞內源性抗氧化酵素 mRNA level

變化之外，我們接著觀察 SOD、catalase活性是否也有不同的改變。 

 

3.5測量  SOD、catalase 活性 

以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 細胞株之後，

分別在 24小時、48小時、72小時後抽取蛋白與未施藥的對照組做比

較。其細胞內源性抗氧化酵素 SOD活性隨時間而增加， catalase活

性在 24小時後，有相對減少的趨勢，在 48小時後相對減少的量最多，

在 72小時後相對的減少量最少 (圖七)。 

由以上實驗結果可知以台灣金線連處理 HepG2 細胞株之後不管

在 GSH level的表現量或是 SOD、catalase活性上都與未施藥的對照

組有差異。 

 

3.6 台灣金線連對 HepG2 細胞株轉錄子活性分析 

在對照組中因載體不帶有 luciferase之報導基因，所以不管加藥

或不加藥測定冷光之激發量並無太大差異，顯示我們的品管信度可被

接受。 
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經由軟體分析實驗所得之結果顯示，加藥組與對照組之比較轉染

具有 NF-κB結合位而影響轉錄子活性約下降 4.6倍；轉染具有 AP-1

結合位而影響轉錄子活性約下降 6.1倍。兩者均有明顯之差異

(P<0.01)(圖六)。 

結果顯示在以台灣金線連處理 HepG2 細胞株之後 promoter 

assay不管在轉染具有 NFκB或 AP-1結合位的載體之後，其報導基

因轉錄出 luciferase activity 皆有明顯下降 (圖六)。 

 

3.7 台灣金線連處理 HepG2 細胞株後活性氧分子產量分析 

為瞭解在 HepG2 細胞株未施藥的對照組與以台灣金線連處理

HepG2 細胞株間活性氧分子實際產能情形的比較，以流式細胞儀分

析以台灣金線連處理細胞後超氧自由基、過氧化氫產量之變化。 

3.7.1 台灣金線連對 HepG2 細胞株處理後超氧自由基產量分析  

結果顯示在 24小時對照組經 Coulter XL軟體分析超氧自由基產

量為 46.9 % ±3.1，在以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 

細胞株之後經 Coulter XL軟體分析超氧自由基產量為 36.3 % ± 

2.7。在 48小時對照組經 Coulter XL軟體分析超氧自由基產量為 

43.6% ± 2.6，在以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 細胞

株之後經 Coulter XL軟體分析超氧自由基產量為 23.1 % ± 2.1。在
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72小時對照組經 Coulter XL軟體分析超氧自由基產量為 27.5 % ± 

2.4，在以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 細胞株之後

經 Coulter XL軟體分析超氧自由基產量為 15.5% ± 1.9 (圖八)。 

3.7.2 台灣金線連 HepG2 細胞株處理後過氧化氫產量分析 

結果顯示在 24小時對照組經 Coulter XL軟體分析過氧化氫產量

為 58.3 % ± 3.1，在以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 

細胞株之後經 Coulter XL軟體分析過氧化氫產量為 76.7 % ± 3.5。在

48小時對照組經 Coulter XL軟體分析過氧化氫產量為 70.7 % ± 

3.4，在以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 細胞株之後

經 Coulter XL軟體分析過氧化氫產量為 77 % ± 2.8。在 72小時對照

組經 Coulter XL軟體分析過氧化氫產量為 54.7 % ± 2.5，在以台灣金

線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 細胞株之後經 Coulter XL

軟體分析過氧化氫產量為 58.2% ± 2.5 (圖九)。 

總結以台灣金線連 10 µg/ml 為固定劑量處理 HepG2 細胞株之

後，結果顯示在以台灣金線連處理 HepG2 細胞株之後分別在 24小

時、48小時、72小時與未施藥的對照組比較超氧自由基產量皆呈現

下降的趨勢，與台灣金線連處理 HepG2 細胞株之後 SOD level、

activity上升結果相符。過氧化氫產量在 24小時、48小時、72小時

與未施藥的對照組比較皆呈現上升的趨勢，尤其在台灣金線連處理後
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24小時過氧化氫產量差異最大。所以，我們更進一步做外加 H 2 O 2

試驗，希望能深入瞭解在以台灣金線連處理 HepG2 細胞株後對細胞

內氧化壓力反應的影響如何。 

 

3.8 外加過氧化氫處理後 HepG2 細胞株活性氧分子產量分析  

3.8.1 HepG2 細胞株經外加 200 µM過氧化氫處理後超氧自由基、過

氧化氫產量測定  

其超氧自由基產量在一小時為 35.7 % ±0.98，二小時為 36 % ±2，

四小時為 23.13 % ±5.8；過氧化氫產量在一小時為 65.38 % ± 1.07，二

小時為 52.13 % ± 1.4，四小時為 31.6 % ± 0.97 (圖十、十一、十二)。 

3.8.2 HepG2 細胞株經外加 200 µM過氧化氫處理後再以台灣金線連

處理超氧自由基、過氧化氫產量測定 

超氧自由基產量在一小時為 41.38 % ± 3.76，二小時為 41.8 % ± 

5.15，四小時為 29.43 % ± 0.93；過氧化氫產量在一小時為 69.23 % ± 

0.92，二小時為 56.53 % ± 5.29，四小時為 26.13 % ± 1.19 (圖十、十一、

十二)。 
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3.8.3 HepG2 細胞株經以台灣金線連處理後再外加 200 µM活性氧分

子、過氧化氫產量測定 

超氧自由基產量在一小時為 28.28 % ± 5.8，二小時為 33.6 % ± 

5.05，四小時為 14.69 % ± 3.01；過氧化氫產量在一小時為 55.98 % ± 

5.09，二小時為 43.73 % ± 7.81，四小時為% 26.13 ±2.15 (圖十、十一、

十二)。 

結果顯示先加台灣金線連有保護細胞抗氧化，清除超氧自由基、

過氧化氫的功效。而先加過氧化氫再加台灣金線連則保護細胞抗氧化

的效果較差，超氧自由基、過氧化氫的產量在一小時，二小時高於不

加台灣金線連的對照組，但在四小時後清除超氧自由基的功效逐漸提

昇、清除過氧化氫的能力趕上對照組。所以推測其加藥物時間點對於

台灣金線連具備何種抗氧化能力有決定性的關係。 
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四、討論 

 

根據衛生署 2001年統計癌症現為國內十大死因，而肝癌又居前

第三名，所以目前治療肝癌己是刻不容緩的工作，因為傳統治療肝癌

的化學療法多以出現抗藥性及產生副作用，因此開發新的輔助性療法

為另一個可以嘗試的方向。我們選擇民間盛行具保肝作用有顯著功效

的台灣金線連為研究題材，試著探討台灣金線連是否具有抑制癌細胞

生長的能力。 

以不同分化程度的肝癌細胞 HepG2、Hep3B 、Mal5、SK進行細

胞生長抑制實驗，結果顯示以台灣金線連處理 Mal5 及 SK等分化程

度較差的惡性肝癌細胞株，除了在高劑量 25μg/ml 有較明顯的抑制

生長效果外，對台灣金線連的感受性似乎不如分化程度較好的 HepG2

及 Hep3B。尤其在 HepG2細胞株中對台灣金線連的感受性特別好，

在 10μg/ml濃度下即有抑制近 50 %生長率的效果出現，顯示金線連

對於分化程度較好的肝癌細胞有較明顯抑制生長的效果(圖一)。所

以，我們以下接著的試驗皆採用 HepG2細胞株以相同劑量 10μg/ml 

( IC50 ) 的台灣金線連處理，分別在 24、48、72小時與未加藥的對

照組做比較。 

當細菌或病毒入侵時會形成 ROS，細胞會因此造成慢性傷害引
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起細胞 DNA損傷。例如慢性肝炎的病人，當有病毒感染，即可將原

本輕微發炎的症狀惡化，造成肝細胞惡性增生甚至增加罹患肝癌的危

險。因為，ROS 的形成可能造成 DNA 修護、校正系統出錯，以致

deamination，depurination 或 DNA polymerase errors 的錯誤訊息無法

察覺，引起 DNA突變而走向癌化 ( Aimee L et al. 2001 )。而體內存

在有非酵素性、酵素性兩種抗氧化防禦機轉負責 ROS減少 ROS氧化

傷害。其中非酵素性抗氧化物以 GSH為代表，細胞內酵素性抗氧化

物以 SOD、catalase、GPx 為代表 ( Jose’ M et al. 1999 )。 

本研究中藉由在抑制HepG2生長 IC50的台灣金線連處理下測定

非酵素性抗氧化物 GSH的變化。在 24、48、72小時，與對照組相

比，金線連處理的實驗組皆有明顯下降的差異 P<0.01(圖一)，顯示抑

制 HepG2細胞生長的因素，可能與抑制 GSH表現量相關，此結果與

先前報告指出當 GSH 增加時可以有效的促進 HCC 生長的結果相符 

( Huang et al. 2001)。可是在我們的實驗結果中顯示對照組 72小時並

未高於 48小時而且下降與 24小時的量相近，我們推測對照組因為細

胞培養密度較高造成細胞與細胞間接觸性抑制，所以影響 GSH的合

成所致（ Carreero J. et al. 1999 ；Cai et al. 1995）。 

一般認為 GSH具有解毒及抗氧化功能，可將許多抗癌藥物分解

使之療效減低。如果將 GSH量減低時，可以有助提升其他抗癌藥物
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的效果 ( Zhang K et al.2001 )。但是有學者提出不一樣的說法，認為

GSH具有雙重功能，其一，當硒 Se存在時 GSH的作用就像氧化前

驅物(pro-oxidant)，可促進硒引起的氧化壓力；其二，GSH也可當作

抗氧化物，避免氧化壓力造成的傷害與細胞凋亡 ( Shen H et al. 2000, 

Zhang K et al. 2000)。有相關論文指出當 ROS增加而 GSH量不足時，

會造成脂質過氧化、蛋白質氧化、膜電位喪失，接著細胞因而死亡。

如果此時 catalase 也下降，會引起抗氧化能力受損因而產生過多的

ROS，解毒能力不夠而造成過氧化氫的累積 ( Mari M et al. 2001 )。

還有研究指出當 GSH耗損過多時會抑制細胞周期 S phase，並且影響

周邊血液單核球的生長 ( Joseph PM et al. 1989 )。另外，在 2/3肝切

除的大鼠實驗中發現，GCS活性增加時可以決定 GSH的合成，並影

響肝細胞使再生能力加強（ Huang et al. 1998 ），證實 GCS mRNA

的合成可控制 GSH的合成。但是也有報告指出增加 GCS轉錄並非控

制 GSH合成的唯一因素（Jacques PP et al. 2002 ）。本研究以 RT-PCR

偵測GCS mRNA表現量與GSH表現量 24小時的結果相吻合(圖二)。

至於 48、72小時對照組 GCS RT-PCR與 GSH量的表現有所差異，是

否與 glutathione synthetase (GS)相關，則有待進一步證實。 

因此，本研究也進一步分析其他抗氧化酵素在金線連處理下可能

扮演的角色。結果顯示在經金線連處理過的 HepG2細胞其 SOD的蛋
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白質表現量皆較未施藥的對照組有增加的趨勢，但此改變未具統計學

上的意義 (圖三)，進一步偵測 SOD活性，對照組與以金線連處理的

實驗組相比較出現漸強的顯著差異(圖七)。 

此外在 catalase 蛋白質表現量上，經過台灣金線連處理過的實驗

組相較於對照組，不論在 24、48、72小時都有下降的趨勢。而 catalase 

活性的測定表現量上，實驗組與對照組相比較，出現有逐漸減弱的顯

著差異(圖七)。 

有論文指出 SOD活性在分化不良的 HCC比分化較好的 HCC要

低 ( Huang C, Wu M. 1990 )，HCC比鄰近正常組織 SOD活性低引起

脂質過氧化造成惡性 HCC ( Huang CC. 1991 )。有報告指出，當 SOD 

活性增加時，因為金屬離子（如錳、鐵、鈷、銅等）會與 

2-methylaminopyridine 形成複合物，而具有類似 SOD 活性，可以引

起過氧化氫的形成，當 GSH耗損過多，catalase、GPx、GSH-reductase 

活性下降時，此時因為產生過多的過氧化氫，而可將癌細胞殺死

( Naggar et al. 1998 ) 。有報告指出當 CuZnSOD過度表現時，細胞內

抗氧化酵素，包括MnSOD、catalase、GPx會被改變。在體外試驗中，

CuZnSOD:GPx活性比上升時，癌細胞生長速率會因此而減少，猜測，

CuZnSOD是一種抑制癌症基因 ( Ying et al. 2002 )，當 CuZnSOD活

性過度表現時，會造成過氧化氫累積，可能藉此機轉達成抑制癌症細
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胞生長。此推論與本實驗經過台灣金線連處理過的細胞相較於對照組

CuZnSOD活性有上升(圖七)，而在 catalase、GPx RT-PCR的結果中

顯示加藥組呈現下降，在過氧化氫的產量分析中發現過氧化氫有增多

趨向，皆與上述之論點相符。 

我們從先前的 Huang et al.的研究中得知，GCS-HS其啟動區上游

具有 AP-1、 NF?B的結合位。如果細胞中 AP-1、 NF?B結合促使

GCS轉錄而可令GSH的合成增加（ Huang et al. 2001，Yan et. al 1990 , 

Mulcahy et al. 1997 ），在本研究中以含有 NF?B，AP-1結合位的報導

質體進行轉染 HepG2細胞由 promoter assay的結果顯示，在以金線連

處理 24小時的 HepG2細胞 NF?B與對照組相較下降 4.6倍，AP-1則

下降 6.1倍 (圖六)。由於進行 GCS-HS啟動區選殖的實驗並不順利，

因此，僅能推測金線連透過抑制 NF?B，AP-1與 GCS-HS啟動區結合

造成 24小時的 GCS-HS mRNA合成減少，進而造成 GSH表現量減

少，因而使得 HepG2細胞生長受到抑制（ Huang et al. 2001）。 

從流式細胞儀測定超氧自由基產能的結果發現，金線連加藥組比

對照組氧自由基減少而過氧化氫產能有稍微增加的趨勢，但我們卻看

不到細胞凋亡 DNA ladder 的現象；由於有研究指出 reactive oxygen 

intermediates ( ROI ) 合併 NF?B下降時會抑制肝細胞的凋亡 ( Jones 

BE et al. 2000 )，所以猜測是否因為 ROI產生的原因所致。 
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當過氧化氫增加時會令 GCS-HS mRNA轉錄增加，使 GSH量也

連帶增加，相反的當過氧化氫減少時會令 GCS-HS mRNA轉錄減少

使 GSH量也連帶減少；推測金線連可能經由過氧化氫的影響，誘導

GCS-HS mRNA轉錄 ( Mari M et al. 2000)。 

經由 Vanadate 誘發 AP-1活化的實驗結果顯示，AP-1會受到超

氧自由基、過氧化氫的活化，但不受氫氧自由基的誘導而活化 ( Ding 

et al. 1999 )。另外有關於骨骼肌細胞相關實驗報告指出，NF?B在氧

化壓力時，可有效調節 GPx、catalase 表現量的上升 ( Zhou LZ et al. 

2001 )。還有論文指出過氧化氫改變時並不會影響 NF?B對 DNA的

結合 ( Earner et al. 1996 )。 

當 AP-1與 DNA結合能力下降時，此時外加 SOD與 catalase 令

SOD與 catalase過度表現，可以使 GSH下降；而且抑制 AP-1 mRNA

的形成與抑制 AP-1與 DNA結合能力( Ozolins TR et al. 1997 )。在因

局部腦缺血的情形下所造成缺氧及自由基增加的實驗結果中，證實雖

然在缺氧及自由基增加的情形下，但由於 ZnCu SOD過度表現，仍會

造成 AP-1活性下降( Huang CY et al. 2001 )。其他報告指出當抑制

AP-1活性、mitogen-activated protein kinase pathway 可以抑制細胞生

長 ( Chung et al. 1999 )。 
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在本實驗中我們做了外加過氧化氫的實驗結果顯示，以台灣金線

連先處理過 HepG2細胞後加入過氧化氫處理的組別與不處理的對照

組相比，對自由基、過氧化氫有比較強的清償能力，代表台灣金線連

先加藥後能有效維持抗氧化能力；而在先加過氧化氫後加台灣金線連

的組別在 1、2小時對超氧自由基、過氧化氫都有產能較高的趨勢，

在 4小時後才恢復對過氧化氫的清償能力。我們推測可能之原因是，

在先外加過氧化氫時會對細胞形成氧化壓力，先造成細胞內酵素性抗

氧化物 catalase與過氧化氫作用；然後加入台灣金線連時，會讓原先

已耗損的 catalase 更加減少，致使有上述之情形發生。 

雖然我們外加過氧化氫實驗祇有瞭解細胞內 1、2、4小時之間的

氧化還原狀態，但藉由此結果可證明台灣金線連具有清除過氧化氫與

預防自由基形成的能力。 

由於 AP-1會受到超氧自由基、過氧化氫的活化 ( Ding M et al. 

1999 )。從實驗結果中顯示，promoter assay的結果顯示 AP-1下降 6.1

倍(圖六)，而外加過氧化氫實驗中以台灣金線連先處理過 HepG2細胞

後加入過氧化氫處理的組別與不處理的對照組相比，對自由基超氧自

由基有比較強的清償能力、過氧化氫有稍微增加。過氧化氫改變時並

不會影響 NF?B對 DNA的結合( Earner et al. 1996 )，所以當台灣金線

連處理過 HepG2細胞後，雖過氧化氫有稍微增加，但此 redox status
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不影響 NF?B對 DNA的結合，promoter assay的結果顯示 NF?B與對

照組相較下降 4.6倍，與本實驗結果並無衝突。經由外加過氧化氫的

實驗結果顯示先加台灣金線連處理過 HepG2的細胞對自由基、過氧

化氫有比較強的清償能力，可有效維持抗氧化能力；所以推測當造成

缺氧及自由基增加的情形下，由於 CuZn SOD過度表現，會造成AP-1

活性下降(Huang et al. 2001 )，使 AP-1與 DNA結合能力下降，GSH

合成減少，而且抑制 AP-1 mRNA的形成與抑制 AP-1與 DNA結合能

力( Ozolins et al. 1997 )。另外，抑制 AP-1活性可以抑制細胞生長 

( Chung et al. 1999 )是否與 GSH合成減少而可能有協同抑制 HepG2

肝癌細胞生長的效果，有待我們進一步的實驗探討。 
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