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中文摘要  

 

肝細胞在受到病毒、化學物質或氧化傷害時，細胞內的轉錄因子會開始活化並引起炎症作

用並造成肝細胞的轉形。目前已知在肝細胞轉形的過程中,轉錄因子 Activator protein-1(AP-1)

在細胞中控制著細胞的生長、分化和細胞凋亡; 也控制著許多和腫瘤生成或細胞轉形相關的基

因表現。至於 Nuclear factor-?B (NF-?B) 則可調控細胞素的表現，而調控炎症作用的發生。因

此我們利用 AP-1和 NF-?B為標的，建立抗肝細胞轉形及抗發炎作用的藥物搜尋系統。 

   在抗肝細胞轉形的藥物搜尋方面 ，12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)是為人所熟

知的腫瘤促進劑，會使細胞中的 AP-1活化，進而促使細胞的轉形。因此我們利用兩種癌化程

度不同的肝細胞株 Chang liver/AP-1與 HepG2/AP-1細胞，架構成能報導細胞中 AP-1活性的重

組細胞株，並以 TPA作為誘發劑利用 Reporter assay研究肝細胞中的 AP-1活化與肝細胞轉形

的相關性；進而利用此模式作為抗肝細胞轉形的高速藥物搜尋系統，並從其中分析植物分類，

傳統中醫學上對於藥物的分型，以及在兩種不同肝細胞株 Chang liver/AP-1與 HepG2/AP-1細

胞中具有抑制 TPA誘發 AP-1活性的藥物，以及這些藥物中可能發揮生物活性的物質和含有這

些藥物的複方在臨床上的應用。並發現搜尋系統中選出的抑制能力較佳的藥物，在植物分類學

上及臨床中藥複方的應用上具有相關性。 

在炎症作用的模式方面，酒精的氧化傷害和肝炎病毒感染的情況下，會引起肝細胞的炎症

作用，此時細胞中的 NF-?B會被高度的活化，並促使與發炎作用的細胞素相關基因大量表現。

在我們的研究中，前期利用細菌之內毒素 lipopolysaccharide (LPS) 充當抗肝細胞炎症作用藥物

的搜尋模式，由 543種藥物中選出抑制 LPS誘發肝細胞內 NF-?B活性能力排名前 54名的藥

物，再利用酒精的代謝物—乙醛作為酒精對肝細胞氧化傷害的搜尋模式觀察這 54種藥物對於

乙醛誘發 HepG2細胞中 NF-?B活性的影響。 

前述的肝病相關因子與肝病重要誘發物質代表特定疾病的搜尋模式中，毛茛科植物黃連與

芸香科植物黃柏的根莖、韌皮部所分離的生物鹼— 小檗鹼具有抑制在 HepG2 細胞中乙醛所誘

發的 NF--?B活性之能力。探究其抑制轉錄因子的作用機轉主要原因為：小檗鹼會抑制 I-?B的

磷酸化的訊息傳導路線。此外小檗鹼對於 HepG2細胞中 NF-?B所調控和炎症作用具重要相關
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性的細胞素— Tumor necrosis factor-α（TNF-a）與 Interleukin-1β（IL-1ß）的分泌具有抑制的

作用未來將進一步研究小檗鹼是否對細胞核內， NF-?B 與 DNA 的結合能力有所影響，並觀

察小檗鹼在體內試驗中所表現的生物活性。 
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Abstract 

 

Several transcription factors have been shown to be involved in the pathogenesis of hepatitis virus, 

chemicals, and oxidative stress- induced chronic liver disease. Activator protein-1(AP-1) is an 

important factor in carcinogenesis  and cellular transformation, while nuclear factor- kappa B (NF-?B) 

is an inflammation–related factor that the expression stimulate inflammatory cytokine genes 

activation during inflammation. In this study, the induction of AP-1 and NF-?B in human hepatocyte 

Chang liver and HepG2 by TPA, LPS and acetaldehyde, respectively, represented the hepatocellular 

transformation and inflammation models. The methanol extracts of Chinese herbal were used to 

evaluate screen their therapeutic efficiency. 

Our data showed that 10 µM acetaldehyde induced AP-1 and NF-?B activities in HepG2 cells at 

8 hours. Berberine, an alkaloid from Coptis chinensis, Huang lian, (Ranunculaceae) or 

Phellodendron amurense, (Rutaceae) roots and cortex, that exhibited a significant inhibitory effect 

in the acetaldehyde-induced NF-?B activities, its 50% of effective concentration is 18.0 µM , 

repectivety.  Berberine can inhibit NF-?B activities by suppressing the phosphorylation of I-?B.  

Furthermore, acetaldehyde-induced inflammatory cytokines, Tumor necrosis factor-a（TNF-a） and 

Interleukin-1ß（IL-1ß）, were inhibited by berberine. These results suggested that inhibit the alcoholic 

oxidative damage, resulting in the protective effect in hepatocytes.  
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第一章   前言  

 

第一節    研究緣起 

癌症，歷年來一直處於國人十大死因的前一、二名（行政院衛生署），而肝癌又常居癌症十大

死因的前一、二名。肝病和肝硬化和其他的肝臟相關疾病，則位於十大死因的第六名（2001，

行政院衛生署）肝病與肝炎病毒的感染有關，在統計學上，B型肝炎帶原者惡化成肝硬化和肝

癌的比例較非帶原者高 20倍，近二十年來，由於 B型肝炎疫苗預防注射的推廣，使得國人在

20歲以下的年齡層的帶原率降低到 1.0 %，但是在壯年的人口中仍然有 10 %屬於 HBsAg呈現

陽性作用，另外，由於輸血、性行為或垂直感染 C型肝炎的人口在近十年來有增加的趨勢，

尤其是在台灣西部沿海地區 C型肝炎陽性的比率達到 10 %（嘉義），在罹患肝炎的狀況下，酗

酒、藥物濫用會使得肝病更加嚴重，除了預防和治療外，從現代科學研究的層面去了解肝病的

致病機轉，和如何針對這些機轉去預防或減弱甚至阻斷肝病的發生，是一個值得去研究的課

題；而利用肝病的致病機轉來導引新藥的研發也是值得國人努力的方向。本研究利用重組的人

類肝癌細胞株，分析肝病重要的誘發因子引發疾病的分子機轉，建立肝病用藥的高速搜尋模

式；並利用與 GMP中藥廠分讓和坊間購買的中藥材，以標準流程萃取的萃取液和臨床上常用

的藥物，與一些生藥的組成成分，搜尋以上的物質是否對肝細胞中特定轉錄因子的活性具有抑

制作用，並篩選出具有抑制特定轉錄因子活性的藥物，分析分子作用機轉與藥物對下游調控基

因活性的影響。希望能夠把基礎研究和實際的臨床應用結合，達到新藥開發的目的，並? 短藥

物的研發時間。 
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第二節    研究目的 

藉由兩種不同癌化程度的重組人類肝細胞株 Chang liver/AP-1與 HepG2/AP-1或者是

HepG2/NF-?B等細胞，Chang liver細胞的性狀較接近於正常人的肝細胞，在實驗系統中用來

代表正常人的肝細胞；而觀察肝病之重要誘發因子，誘發細胞中肝病相關轉錄因子的活性，代

表特定疾病模式；觀察中藥或臨床所使用的藥物對特定誘發劑活化轉錄因子活性的影響。選擇

可以抑制特定誘發劑誘發轉錄因子活性的藥物，深入研究藥物抑制轉錄因子活性之分子機轉與

其對下游基因的影響，解釋藥物發揮藥效的原因，以達到新藥開發和舊藥新用途的目的。 
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第二章     文獻探討  

 

第一節 肝病和肝細胞轉形的重要因子 

     Activator protein 1（AP-1）是一個控制細胞生長分化和死亡的重要轉錄因子，由 Jun 與

Fos family的蛋白質所組成，與 DNA結合發揮轉錄活性的部位是稱為 Leucine zipper的忌水性

構造。  在囓齒類動物胚胎發育的過程中，如果 Jun或 Fos family的基因被剔除，會使得胚胎

的卵黃囊、心臟、腦的發育受阻導致死亡。而 Jun或 Fos family的基因在細胞或體內大量表現

時則易導致細胞轉形或癌症的發生。近年來的研究指出 AP-1的活化，主要是經由稱為Mitogen 

activated protein kinase（MAPK）的訊息傳導路線；分為 ERK、JNK和 p38等。近年的研究指

出，當 B型肝炎的 X蛋白質或 C型肝炎的核心蛋白質（core protein）在基因轉殖鼠的體內表

現時，會活化 ERK和 JNK的路徑並造成肝細胞癌的發生（Tsutsumi et al., 2002；Ruchika et al., 

2001），為了解MAPK中主要經由何種途徑導致肝細胞的轉形加入MAPK中對不同訊息傳導

路徑的抑制劑發現對於 ERK上游蛋白質激? MEK-1專一性的抑制劑 PD98059，可以抑制肝

癌的發生（Ruchika et al., 2001）。  

     TPA（12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate）是一個為人所熟知的腫瘤促進劑，以 TPA

刺激囓齒類動物的皮膚後，會使皮膚產生炎症作用，並促使皮膚癌變產生（Tokuda et al., 

1996）。另外於基因轉殖鼠中，以不同途徑分別投與 TPA後，會造成各組織 AP-1的活化，尤

其以塗抹 TPA的方式為最為顯著（Zhong et al.,2001）。於本實驗室之前的研究中，以 TPA刺

激重組人類肝細胞株 Chang liver/AP-1與重組人類肝癌細胞株 HepG2/AP-1，在數小時後會使

細胞中的 AP-1活化，在數週後則會促使細胞轉形的發生（賴, 2001）；加入 PD98059後則會呈

現抑制肝細胞中 TPA所誘發的 AP-1活性，並抑制肝細胞的轉形（賴, 2001）。  

自 1999年以來，以 DNA晶片等技術用來觀測大規模的藥物對細胞作用，引發不同基因

波動來詮釋藥物-基因體之間的交互作用，並藉由分析單一藥物在多種細胞中對各個基因的影

響，以求藥物有更廣泛的應用性，並探究在癌化過程中特定基因所扮演的角色，希望以此用來 
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做藥物新用途的開發，或觀測各種疾病在基因上的關聯性，已成為了一個新趨勢（Pinkel, 

2000；Ross et al., 2000；Scherf et al., 2000）。在此我們希望以能夠報導肝細胞中控制細胞轉

形，或炎症作用與氧化傷害等作用的系統，並利用特定誘發劑誘發特定轉錄因子活性，代表特

定疾病觀測傳統使用的中草藥，臨床常用之抗癌藥等，對於肝細胞中 AP-1活性的影響，並從

其中搜尋出可能的用藥，以提供新藥開發、藥物新用途等功能，並提供更快速更靈敏的藥物搜

尋平台。 

 

第二節   NF-?B和肝病的相關性 

   Nuclear Factor-kappa B（NF-?B）為一個控制細胞免疫相關因子表現的轉錄因子，許多細胞

素的啟動子區域，都有NF-?B的結合位置。另外在腫瘤生長或發生炎症作用的組織中，也有

NF--?B大量表現的情形，肝臟在長期受酒精刺激或是革蘭氏陰性菌細胞壁的脂多糖體

（Lipopolysaccharide, LPS）存在的情況下，會使得肝細胞內的NF-?B高度活化，並造成發炎性

的細胞素如TNF-a、CD14（LPS receptor）、TGF-ß、IL-1及 IL-6等大量表現促進炎症作用產生，

（Gutierrez et al., 1999；Michael and Ronald, 2002；Yin et al., 2001；Bode et al., 1993；Luster et 

al., 1994）。 

 

第三節 酒精性肝病的重要誘發因子— 乙醛對肝細胞中 AP-1和 NF-?B的影響 

在酒精性肝炎發生的過程中；乙醛為重要的促進因子，乙醛在體內會與血液中的白蛋白形成

Malondialdehyde-acetaldehyde-protein adduct的複合物，以便於輸送（Willis et al., 2002）。乙醛

在代謝的過程中，會產生自由基對組織造成氧化傷害。在許多研究指出，乙醛在肝臟中會造成

肝實質細胞和儲脂細胞內AP-1和NF-?B的活化( Chen and Bernard . 2000；Fernandez-Checa,  

2000；Michael et al., 2002； Juan et al., 2000. Youn et al., 2002 )，並促使一些下游基因啟動造

成TNF-a、IL-6等發炎性細胞素的表現，促進肝臟產生炎症作用（Gutierrez et al., 1999），（圖

一）。在肝的儲脂細胞中，乙醛會透過JNK磷酸化的訊息傳導路線活化，使AP-1活化，使得細

胞中常在的轉錄因子Basic transcription element binding protein（BTEB）大量表現，並結合到第 
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一型膠原蛋白基因的啟動子區域促使第一型膠原蛋白的大量表現，使儲脂細胞轉形成為纖維芽

母細胞（Myofirboblast）（Roman et al., 2000），造成肝的纖維化。在肝實質細胞的方面，在亞

洲人體內因為Acetaldehyde dehydrogenase II（ALDH 2）酵素的活性比高加索人種的活性低使

得對酒精的耐受性降低並產生心博加快、血中乙醛上升的副作用，進而對肝細胞造成氧化傷

害。而在人類肝癌細胞株Hep G2中也因為此種酵素的缺乏與具有B型肝炎病毒的基因體存在等

特性，所以可以用來作為研究在酒精性肝損害的的過程中，酒精代謝物傷害肝臟中肝實質細胞

的細胞模式，並用來觀察乙醛對肝細胞中一些因子的影響。 

 

第四節    肝病的治療用藥 

 由以上諸多因子對肝細胞的影響，除了可以用來作為了解肝病的發生機轉外，也可用以

上物質作為代表特定肝病的誘發劑，並以相關因子作為標的來作為藥物活性搜尋的平台。除了

可以為現代臨床上使用的藥物開發新用途外，並可以從傳統使用的生藥中，除了給予傳統醫

理、藥理的現代科學解釋外，並且達到由傳統藥物中，找出可以供給新藥開發的標的。在臨床

上醫治病毒性肝炎，除了注射 ?-干擾素，抑制病毒侵襲正常的肝細胞。然而一些植物所含的

物質，如從水飛薊所提煉的物質 Silymarin、Silibinin 具有保肝的功能(Varga et al.,1991； 

Somogyi et al., 1989)，柴胡皂素 a在人類肝癌細胞株中具有促進細胞生長抑制的活性 (Wu, 

2003)。另外如 Berberine具有抑制四氯化碳誘發之齧齒類動物的肝纖維化、保肝等作用(Hwang 

et al., 2002)，而在酒精與LPS攻擊囓齒類動物造成肝損傷的模式，Dilinoleoylphosphatidylcholine

具有降低發炎性細胞素 TNF-a 的功能(Cao et al., 2002)。由以上前人的研究給予我們一個方向

－由傳統使用的中草藥方，及一些固有的西藥中，搜尋有用的材料，或是開發藥物新的用途，

是一個嶄新的方向。 
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圖 一、酒精性肝炎之發生機轉。 

分為初級引發因子和二級之危險因子，初級因子包括細胞內經酵素代謝後之乙醛、自由

基等分子，使得細胞產生氧化傷害的作用; 並促使二? 因子的活化:如細胞素表現，造

成肝細胞的炎症作用。另外，肝炎病毒細菌內毒素的存在也會刺激免疫作用造成發炎現

象的產生，也是乙醛對肝臟造成損害的原因 。   

（Hidekazu et al., 2001）  



 16 

 

 

 

 

 

 

圖二、酒精代謝物乙醛對 AP-1及 NF-?B上游訊息傳導路線的影響。 

乙醛會經由 PKC的路徑，分別促進經 I-?B的磷酸化和解離，造成 NF-?B轉移到細胞

核中並啟動下游基因的表現。另外經由MAPK路徑 ERK與 JNK的磷酸化，造成細胞

核內 AP-1的活化。                              

（Gutierrez et al., 1999；Juan et al., 2000；Won et al., 2001）
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研究架構與研究設計  

 

第一節 研究設計 

基於想要研究藥物對於不同癌化程度的肝細胞之影響，使用兩株人類的肝細胞株，並

利用特定誘發劑誘發肝細胞中特定轉錄因子活性，代表特定肝病模式作為新藥開發的系

統。在此我們用形態性質接近於正常人類肝細胞的 Chang liver 細胞，代表正常的肝細胞。

另外因為 HepG2細胞具有 HBV的表面抗原表現和 a-fetoprotein 的大量表現。在此我們用

來代表感染 B型肝炎病毒，並用來代表開始癌化的肝細胞。在藥物庫的蒐集和建立方面；

由順天堂公司分讓或由坊間購得之中藥藥材，以標準流程萃取，並執行品質管制；或是從

Sigma等廠商購買藥物和植物所含的主要成分，共 543種藥物。藥物與特定誘發劑的測試

方式為：加入藥物後，再加入特定誘發劑作用，觀察以上物質對細胞中特定轉錄因子活性

的影響。 

 

第二節 研究架構 

首先利用實驗室架構的 Chang liver/AP-1、HepG2/AP-1（賴，2001）與 HepG2/NF-?B的

重組細胞株（賴，2001），加入稀釋成不同濃度的 TPA、LPS或是乙醛作為 AP-1或 NF-?B

的誘發劑選擇誘發轉錄因子活性的最佳條件值，作為之後藥物搜尋模式的起點。在搜尋結

果中，除了做藥物對轉錄因子活性影響的分析外，並選出能抑制特定誘發劑誘發特定轉錄

因子活性的藥物，探究藥物能夠抑制轉錄因子活性的機轉，並研究藥物是否對特定轉錄因

子調控和疾病有高度相關性的基因具影響力。 
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第三節 研究假說 

在實驗室的研究中，發現 TPA可以活化肝細胞中 AP-1的活性並促進肝細胞的轉形（賴，

2001）。LPS可以誘發肝細胞中 NF-?B的活性，並造成和肝細胞炎症作用相關的細胞素－

TNF-a、IL-1ß蛋白質的表現（Dong et al., 1998a）。而乙醛也具有誘發肝細胞中 NF-?B活性

的能力（Fernandez-Checa, 2000）。由以上這些誘發劑誘發不同的肝細胞株中 AP-1或 NF-?B

的活性，代表特定疾病模式，作為藥物搜尋的起點觀察中藥或一些? 物質，是否具有抑制這

些誘發劑活化轉錄因子活性的能力，並利用酵素免疫吸附法等方式觀查這些誘發劑促進轉錄

因子的活化，是否可以促進一些受特定轉錄因子調控，與肝細胞的轉形或發炎作用相關基因

的表現。從其中選出能夠抑制特定誘發劑誘發特定轉錄因子活性的用藥，分析藥物抑制特定

轉錄因子活性是作用在何種路徑，並研究藥物是否也具有抑制受到特定轉錄因子調控，與疾

病發生有高度相關性的基因表現；例如發炎性的細胞素與一些成份性的蛋白質的過量表現，

會使肝組織產生炎症作用，或是促進肝細胞的轉形，進而阻止肝細胞轉形及氧化傷害作用的

發生。 
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圖三、本論文的研究架構。 

(A) 以特定誘發物誘發重組人類肝細胞株中 AP-1與 NF-?B活性，代表特定肝病模式的

建立:分別以 TPA、LPS、乙醛代表不同肝病模式的誘發因子，並利用誘發劑誘發轉錄

因子活性。 

(B) 藥物庫的建立：藥物的蒐集和建立方面－由順天堂公司分讓或由坊間購得之中藥藥

材，以標準流程萃取並執行品質管制，或是透過購買的方式取得純物質。 

(C) 肝病可能用藥的研究：抑制特定誘發劑誘發轉錄因子活性的藥物分子機轉研究。 
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第四章     研究材料與統計方法  

 

第一節 研究材料 

中藥萃取 

    由順天堂公司分讓或由坊間購得之中藥藥材，以 9克的藥材對 10毫升的甲醇(Merck)的比

例，密封在 50毫升離心管中，以室溫 100 rpm，搖晃萃取 48小時後，移至-70℃冷凍 12小時

後，再將中藥萃取液做無菌檢測;確認有無細菌生長後，以 0.45 µm的濾膜(PALL)過濾，去除

微生物並加以分裝，另外取 1毫升以 LABCONCO的真空乾燥機，低溫乾燥以便估算? 重，

中藥萃取液的濃度以 ug/ul表示在後來的大量藥物搜尋中，中藥萃取液以 1/1000(v/v)的體積，

以一倍的 Dulbecco’s Modified Eagle Medium(GIBCO) DMEM稀釋，作為搜尋模式中所使用的

濃度。 

 

第二節    細胞培養與純化合物蒐集 

    在本實驗中主要是利用 Chang liver/AP-1和 HepG2/AP-1（賴，2001），來描述藥物對不同

癌化程度的人類肝細胞株中 AP-1的影響;此外使用 HepG2/NF-?B的重組細胞株（賴，2001），

測定藥物對肝細胞中 NF-?B的影響，以含有 10 % 胎牛血清 (Hyclone)的 Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium(GIBCO) DMEM，培養於 37℃的培養箱中，LPS (Lipopolysaccharide from E. coli)

和 TPA與黃酮類、多酚類等藥物購自 Sigma。LPS以純水溶解，TPA和黃酮類等藥物以絕對

酒精或甲醇溶解。 

 

第三節    AP-1與 NF-?B的活性測定 

    細胞在 75T flask (Grenier)中培養至全滿以 trypsin消化，以含有 10 %胎牛血清的 DMEM

稀釋，把細胞均勻分散到 96孔培養盤中;過了 24 小時後，加入以 DMEM稀釋的藥物作用，

在固定時間後，先吸去上層之培養基後以冰冷的一倍 PBS (Phosphate Buffer Saline)清洗，再以

Lysis buffer (含 50 mM Tris-HCl, pH 7.8，1% Triton X-100， 1 mM DTT,)溶解細胞。最後取 20µl
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的細胞溶解液，以 1:1 (v/v)的比例加入 Luciferase reagent (含 33.3 mM DTT，270 µM Coenzyme 

A, 530 µM ATP, 470 µM Luciferin (Firefly)), LAR (含 20 mM Tricine, pH 7.8, 1.07 mM 

(MgCO3)4Mg(OH)2, 2.67 mM MgSO4, 0.1 mM EDTA)作用，以 FB15 Lumiometer 測定冷光強度;

單位以 RLU (Relative Light Unit)表示，代表細胞內加入藥物固定時間後轉錄因子的活性。 

 

第四節    細胞活性測定 (MTT method) 

    把細胞培養在 96孔盤，過了 24小時後加入以 DMEM稀釋的藥物作用在固定時間後，加

入 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)，作用 4小時，加入 0.1 % 

SDS-HCl (含 10 mM HCl, 20% SDS)，24小時後，以 570 nm的波長測定吸光度的強弱，來代

表細胞的活性；吸光度越強代表細胞活性越佳，反之則否。藉此用來描述藥物對細胞活性的影

響。 

 

第五節     西方點墨法 ( Western blot) 

    細胞在 25T flask中，培養至全滿，移去上層之培養基後，加入以 DMEM稀釋的藥物，作

用固定時間後把細胞放在冰上，? 止作用，並以冰冷的一倍 PBS清洗；加入 SDS sample buffer 

(含 62.5 mM Tris-HCl,  pH 6.8, 2% SDS, 10% Glycerol, 50 mM DTT, 0.1% Bromophenol blue)， 

溶解細胞，以超音波震盪器震盪 10秒，擊碎細胞後，再以 4℃、12000 rpm、離心 5分鐘後，

以 100℃煮沸 5分鐘後，用含 10% polyacrylamide 的膠體做蛋白質電泳，並以硝酸纖維薄膜

( Nitrocellulose paper, NC paper, Amersham® ) 轉印，再加入用 Blocking buffer (含 1倍 Tris buffer 

saline (TBS), 0.1%  Tween-20, 5 % Non-fat dry milk)稀釋的抗 I-?B，phospho-I-?B的抗體 (New 

England Biolab) 做雜合作用後，加入抗兔子的 IgG抗體，最後以 ECL (Amersham® )呈色最後

以 X光底片顯影。  
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第六節     細胞素的酵素連結免疫吸附法( Cytokine ELISA) 

細胞以前述方式繼代和加藥後，過了固定時間吸取上層之培養基，以每一格 200 µl的體

積加入作用盤中，接著使用 BD的 OPtEIATM human TNF-a 和 OPtEIATM  human IL-1ß套組，

以含有一倍 ABTS的檸檬酸/磷酸緩衝液，作為受質，並以 405 nm的波長測量吸光度;並以內

插法的方式計算出樣品的濃度，以 pg/mL表示。 

 

第七節    統計方法 

    本研究中使用 Excel XP (Microsoft® )計算多次重複實驗中數據的平均值與標準差，並利用 

Student’s t test分析有無顯著差異存在。另外藥物對誘發劑活化轉錄因子活性的影響，則以誘

發劑誘發細胞中轉錄因子活性的平均倍率為基準(1倍)，以 Relative AP-1activity或 Relative 

NF-?B activity 表示。 
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第五章   研究結果  

 

第一節    TPA可以誘發 Chang liver/AP-1與 HepG2/AP-1細胞中 AP-1的活性 

      細胞在繼代到 96孔盤後，待其生長到全滿；把生長環境中的血清去除，加入含 0.1 %

胎牛血清的一倍 DMEM，培養超過 24小時稱為 starvation，目的是為了使細胞的細胞週期停

止在 G1 phase。另外，AP-1為一個受血清調控的因子，一旦有血清加入，AP-1就會呈現持續

活化的狀態。加入以一倍 DMEM稀釋不同濃度的 TPA溶液，作用 16小時後，觀察 TPA對細

胞中 AP-1的作用。在 Chang liver/AP-1細胞中濃度為 1 ng/mL的 TPA即可活化 AP-1的活性

約為 2倍(圖五，A)，而高於此濃度後，仍然有繼續上升的趨勢，到了濃度為 100 ng/mL時約

可活化 6.5倍。而 HepG2/AP-1細胞則不易受到 TPA的活化，TPA 的濃度大於 50 ng/mL之後，

才有較明顯的活化的作用到了濃度為 100 ng/mL時約可活化 2倍(圖五，B)。 

 

第二節   藥物對 TPA誘發 Chang liver/AP-1細胞 AP-1活性的影響 

     細胞以前述方式繼代和去除血清培養以後，加入以一倍 DMEM稀釋的藥物包含中藥的

甲醇萃取液，黃酮類、多酚類等和常用的抗癌藥物等。甲醇萃取液以千分之一的濃度，黃酮類

等植物的主要成份之最終濃度為 25 µM ，抗癌藥物其成份分為五大類（1）DNA的烷化劑（2）

DNA雙股的插入劑（3）Topoisomerase I的抑制劑（4）Topoisomerase II的抑制劑（5）鹼基的

類似物等，則以一倍的 DMEM稀釋成 1 µM的濃度，再加入濃度為 20 ng/mL的 TPA，培養

16小時後，以材料與方法所敘述的方式溶解細胞，測定冷光活性得到以下結果（圖六）。以

TPA在細胞中活化的平均倍率為 1（紅色），藥物如果有抑制 TPA所誘發 AP-1 的活性，會呈

現作用向冷色調（右方）移動的圖譜，反之則會向暖色調（左方）移動，20 ng/mL的 TPA約

可活化細胞中的 AP-1活性達 14.5倍，至於對抑制 Chang liver/AP-1細胞 TPA所誘發 AP-1活

性的藥物，其植物分類對 AP-1活性的影響和傳統藥性的區別，對 AP-1 活性的影響，在 508

種藥物對 TPA所誘發 HepG2/AP-1細胞 AP-1活性的大量搜尋會把這兩種細胞做分析比較。 
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第三節    藥物對 TPA所誘發 HepG2/AP-1細胞活性的影響 

    細胞以前述的方式繼代和加藥作用 16小時後，收取細胞的溶解液，測定冷光活性。以 TPA

在 HepG2/AP-1細胞中活化的平均倍率為基準，觀察藥物對 TPA誘發 AP-1活性的影響，如果

藥物對HepG2/AP-1細胞中TPA誘發的AP-1活性呈現抑制者，偏向冷色系；藥物對HepG2/AP-1

細胞中 TPA誘發的 AP-1活性呈現活化者，偏向暖色系（圖七）。在第四節開始把藥物對 TPA

誘發 Chang liver/AP-1及 HepG2/AP-1細胞 AP-1活性的作用，做植物分類學上，各個科別對兩

種不同肝細胞株中 TPA誘發 AP-1活性影響的比較；或是在不同的肝細胞株中皆有抑制 TPA

誘發 AP-1活性能力的藥物，做以下的分析比較。 

 

第四節     植物科別對兩種不同肝細胞株中 TPA誘發 AP-1活性的影響  

    在藥物庫中一共有 102種不同科別的植物，除此之外尚有西藥、中藥複方、動物和礦物藥

等。因為動物藥有包含節肢、軟體、環節和哺乳動物們等動物組織入藥，牽涉較為複雜並且組

個數太少，在此部份沒有進一步去探討。分析方式以計算同一科別不同植物對 AP-1的作用為

一個體，計算同一科別不同物種對 AP-1影響的平均並計算標準差。在抗癌藥物的部份；有幾

種藥物在 Chang liver/AP-1細胞中對 AP-1沒有明顯的影響，但是在 HepG2/AP-1細胞中，卻

會促使 TPA誘發的 AP-1活性高度活化，可能是因為 HepG2細胞為開始癌化的細胞株，所以

會有不同的作用（圖八）。 

    藥物庫中屬於被子植物門，雙子葉植物，科別內有較多種植物的有：豆科、菊科、薔薇科、

芸香科、繖形科等。而單子葉植物的部份；在藥物庫中收集最多的為禾本科的植物，另外也有

真菌類入藥。在兩種肝細胞中對 TPA誘發的 AP-1活性皆呈現抑制作用的有：毛茛科

（Ranunculaceae）、小檗科（Berberidaceae）、蓼科（Polygalaceae）、桑寄生科（Loranthaceae）、

防巳科（Menispermaceae）、菫菜科（Violaceae）等。在較接近於正常的肝細胞的 Chang liver/AP-1

細胞呈現抑制，但是在 HepG2/AP-1中對於 TPA誘發的 AP-1活性沒有抑制，呈現持平的有棕

櫚科（Palmae）、木蘭科（Magnoliaceae）、木犀科（Oleaceae）、桑科（Moraceae）、五加科

（Araliaceae）等在 HepG2細胞中對 AP-1呈現抑制作用，在 Chang liver/AP-1 細胞中對 AP-1 
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活性沒有影響的有錦葵科（Malvaceae）、天南星科（Arecaceae）、旋花科（Convolvulaceae）、

桔梗科（Campanulaceae）等在兩種肝細胞中皆呈現活化 AP-1作用的有鳶尾科（Iridaceae）、

報春花科（Primulaceae）等植物，但是因為有一些科別的植物在藥物庫中的個數不多，所以

還要在收集更多的植物才能下定論。另外在一些較多種植物樣本的科別如豆科、芸香科等則呈

現很大的岐異度；同一科別的不同種植物，有的對 TPA誘發的 AP-1呈現抑制作用，有的則沒

有差異或呈現活化的作用。有鑑於此，稍後會敘述在兩種不同的肝細胞株中，抑制 TPA誘發

AP-1活性的前十四名藥物的分析以及臨床之應用。 

 

第五節    在 Chang liver/AP-1和 HepG2/AP-1細胞中皆能抑制 TPA所誘發 AP-1活性的前

十四名藥物的分析 

由以上大量搜尋的結果中，選出抑制在兩種肝細胞中具有抑制 TPA誘發 AP-1活性的前

50名藥物（結果在此不顯示），再選出兩種細胞中皆能抑制 AP-1活性的藥物；使用以下的方

式分析藥物可能抑制 AP-1活性的原因。分為科別、指標性成分、抑制 50 % AP-1活性所需的

濃度（表一所顯示的為藥物在 HepG2/AP-1細胞中，抑制一半 TPA誘發 AP-1活性所需的濃度）

（EC50）和臨床上的應用（複方）以求證搜尋系統的有效性（表一）。在科別的部份；十四種

藥物中有三種繖形科的植物（當歸、羌活，柴胡）芸香科的植物有兩種（黃柏、吳茱萸）和兩

種龍膽科的植物(龍膽、秦?) 。 因為藥物庫中也有一部份的植物指標成分，也可做為雙重確

認。例如：黃連和黃柏都具有抑制 TPA誘發 AP-1活性的功能，而其中所含的有效物質：小檗

鹼( Berberine)也有相同的藥效。從此處也可以觀察到，有一些複方會同時使用以上幾種藥物，

除了證實搜尋系統的有效性，也可以指出一個未來的方向，包括複方的運用方式或是藥物的併

和使用會具有藥效加成的作用；另外，也可以使一些藥物開發新的使用途徑。 

 

第六節    LPS可以誘發 HepG2/NF--?B細胞中 NF-?B的活性 

    細胞繼代到 96孔盤生長到全滿，LPS ( 5µg/µL)，以胎牛血清以 1:4的比例稀釋，並以 37℃

水浴加溫，作用 1小時 30分使 LPS活化，以一倍 DMEM稀釋，濃度為 0.1、1、5、10、25、

50、100 ng/mL的 LPS溶液加入細胞中，於 37℃培養箱，作用 16小時後測量冷光的活性。LPS



 26 

在濃度大於 1 ng/mL後，開始活化 HepG2細胞的 NF-?B轉錄活性；到了濃度為 10 ng/mL時，

約可活化細胞中的 NF-?B活性達 2倍（圖九），在更高的濃度仍然可以持續活化細胞中的

NF--?B活性；LPS濃度為 100 ng/mL時，NF-?B約可活化 2.5倍。以上的實驗經三次重複後，

決定以濃度 20 ng/mL的 LPS，作為 HepG2細胞中，抗 LPS誘發 NF-?B活性藥物的搜尋起點。 

 

第七節    543種藥物對 HepG2/NF-?B細胞中 LPS誘發的 NF-?B活性之影響  

細胞繼代到 96孔盤經過 24小時後，加入以一倍 DMEM稀釋的藥物與 LPS，使其最終濃

度為含有千分之一稀釋的藥物和含有 20 ng/mL的 LPS，經 16小時後，收取細胞溶解液測定冷

光活性，並以 LPS所活化的平均倍率作為基準（1倍），表示藥物對 LPS所活化的 NF-?B活性

影響（圖十），並以能夠抑制 LPS誘發 HepG2/NF-?B細胞中 NF-?B的活性，排名前 54名的藥

物（結果在此不顯示）作為以下抗乙醛誘發 HepG2/NF-?B細胞中 NF-?B的活性藥物搜尋的起

點。 

 

第八節     乙醛可以誘發 HepG2細胞中 NF-?B的活性 

   在較早期的前驅實驗中，選定以一倍 DMEM稀釋成濃度為 0、50、100、200 µM的乙醛與

HepG2/NF-?B細胞作用觀察乙醛在 1、4、8小時對細胞中 NF-?B活性的影響發現以 8小時，

50 µ? 的狀態下對 HepG2細胞中 NF-?B的活化效應最佳（結果在此不顯示）；在後續的實驗

中，HepG2/NF-?B 細胞以濃度為 50 µM的乙醛刺激後，在 1、4、8、16、24小時收集細胞的

溶解液，以 Reporter assay的方法測量冷光的強度，觀察乙醛對 HepG2細胞中 NF-?B的活化

效應。在 HepG2/NF-?B細胞中 NF-?B的活性活化作用；乙醛在 4小時，100 µM的濃度下可

以活化 NF-?B達到 1.9倍；到了八小時，50 µM時活化程度達到最高（圖十一，B）。乙醛活

化細胞中 NF-?B的活性可以維持到 48小時（圖十一，B）。為了進一步了解在八小時，何種濃

度的乙醛可以活化細胞中 AP-1和 NF-?B的活性達到最高，於是選用濃度為 1、5、10、25、

50、100 、200 µ? 的乙醛作用；在NF-?B的部分：以 10 µM的乙醛效果較佳（圖十一，A）。 
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第九節     54種藥物對乙醛誘發 HepG2細胞中 NF-?B活性的影響 

    由（圖十一）的結果，得知乙醛可以誘發 HepG2細胞中 NF-?B的活性，於是從 543種藥

物（圖四）對 LPS所誘發 HepG2細胞中 NF-?B活化的影響，在以上抑制的 LPS誘發

HepG2/NF-?B細胞中 NF-?B的活性，排名前 54名的藥物；包含中藥的甲醇萃取液、各種不同

成份之生藥主成分（含黃酮類、生物鹼、皂素類、多酚類等成份）以及抗癌藥物（結果在此不

顯示）。藥物的作用濃度，分為 1/1000 (v/v)，25 µ? 及 1 µ? 。乙醛濃度則為 50 µM，加入細胞

中培養 8小時後，以 Reporter assay測定藥物對細胞中 NF-?B活性的影響（圖十二），在以上 54

種藥物中，黃連、黃柏、和小檗鹼都能抑制肝細胞中乙醛誘發的 NF-?B活性，尤其以小檗鹼

的效果最好，相對 EC50濃度約為 18.0±1.8 µM（結果在此不顯示）；由於黃連、黃柏等植物內

主要活性成分為小檗鹼（4~7 %），所以決定選出小檗鹼做以下的研究。 

 

第十節     小檗鹼可以抑制 HepG2細胞中被乙醛誘發的 NF-?B的活性 

細胞培養於 25T flask中，分別加入一倍 DMEM稀釋，濃度為 1、5、25、50、100 µM的

小檗鹼 30分鐘後，加入濃度為 5 µ? 的乙醛，經過八小時後以 Reporter assay測定細胞中轉錄

因子的活性，小檗鹼在濃度為 1 µM時即能開始抑制細胞中 NF-?B的活性；其抑制細胞中 50 % 

NF-?B活性的濃度（EC50）為 18.0±1.8 µM（圖十三），由實驗可知小檗鹼對乙醛誘發肝細胞中

NF-?B的活化具有抑制作用。 

 

第十一節    小檗鹼可以抑制 HepG2細胞中乙醛誘發之 I-?B磷酸化 

    乙醛在 HepG2細胞中活化 NF-?B上游之訊息傳導路線，主要是經由 I-?B的磷酸化，並

造成 NF-?B分離，使 NF-?B由細胞質進入細胞核發揮活性(Juan et al., 2000)。由以上 reporter 

assay的結果，得知小檗鹼可以抑制細胞中乙醛所誘發的NF-?B活化。為了了解小檗鹼對NF-?B

上游之訊息傳導路線的影響，分析細胞中 I-?B，I-?B磷酸化及 ERK等蛋白質的變化，在預先

加入濃度為 1、5、25、50、100 µM的小檗鹼 30分鐘後，加入濃度為 5 µ? 的乙醛刺激並以 
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western blot偵測細胞中訊息傳導分子的變化。乙醛可以促進細胞中 I-?B磷酸化蛋白質量上

升，並促使 I-?B的蛋白質量下降（圖十四），而小檗鹼從 5 µM開始即可明顯抑制乙醛所誘發

的 I-?B磷酸化，但對 I-?B的蛋白質量沒有很明顯的影響（圖十四）。 

 

第十二節    小檗鹼可以抑制 HepG2細胞中乙醛所誘發的 IL-1ß及 TNF--a 的表現 

細胞在加入以一倍 DMEM稀釋，濃度為 1、5、25、50、100 µM的小檗鹼 30分鐘後，加

入濃度為 10 µM的乙醛培養 48小時，取上層之培養基以 BD的 OPtEIATM human TNF-a 和

OPtEIATM human IL-1ß套組，測量細胞分泌 IL-1ß及 TNF-a 蛋白質到細胞外的量，乙醛可以

誘發細胞分泌 IL-1ß及 TNF-a（圖十五、圖十六）。小檗鹼可以明顯抑制乙醛誘發的 IL-1ß及

TNF--a 蛋白質的的表現（圖十五、圖十六）。計算方式為：使用內插法運算，將樣品呈現的吸

光度和標準品在 405 nm下呈現的吸光度做比較加以換算，轉換成濃度單位（pg/mL）。 
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第六章     討論  

第一節 結果討論 

   近年來細胞的轉形的過程與轉錄因子之間的關係已經漸漸為人所了解，轉錄因子AP-1在細

胞生長分裂的過程中扮演重要的角色；在小鼠的上皮細胞株(JB6)中TPA或是Okadaic Acid等腫

瘤促進劑或EGF等生長因子，可以透過 (RTK)/Ras/Raf/PKC/MEK/MAPK的訊息傳導路線活化

AP-1 (Guangming et al., 2001；Ruchika et al., 2001； Liu et al., 2002； Eric et al., 2002；Liu et al., 

2001)。此外為了了解小鼠上皮細胞在受到Okadaic acid、TPA等腫瘤促進劑刺激，導致細胞轉

形，主要透過MAPK中何種路徑活化；送入Dominant negative c-jun (TAM 67)到JB6細胞中，可

以抑制細胞的轉形(Eric et al., 2002)，並且促使一些受AP-1調控的基因被抑制。另外，當小鼠

體內缺乏c-Jun N-terminal Kinase-1(JNK-1)時，會使得TPA促進的皮膚癌的發生受到抑制

(Nanyue et al., 2002)。在實驗室之前的研究中發現：在不同癌化程度的肝細胞中，TPA主要會

透過ERK磷酸化的訊息傳導路線，促使細胞內AP-1的活性上升促進細胞內AP-1和DNA 的結合

能力提高最後導致Soft agar上細胞的轉形（賴，2001）。而B型肝炎的X蛋白質（X protein），或

C型肝炎的核心蛋白質（core protein）在基因轉殖鼠的體內表現時，會活化ERK和JNK的路徑

並造成和肝細胞增生相關的細胞素如：TNF-a、 IL-1ß、IL-6等基因表現，並伴隨肝實質癌症

的發生(Tsutsumi et al., 2002； Arsura et al., 2003)。為了了解肝癌的發生主要透過的訊息傳導

路線，加入對ERK上游蛋白質激?MEK-1專一性的抑制劑：PD98059則可抑制肝癌的發生

( Ruchika et al., 2001)與TPA在促進肝細胞轉形的機轉是相近的。這也說明了使用TPA作為肝細

胞轉形的促進劑，作為相關藥物搜尋與新藥開發的可行性。在抗肝細胞轉形的藥物搜尋系統

中，可以觀察到某一些科別的植物具有抑制TPA誘發AP-1活性的趨勢，可能和這些植物所含有

的物質有關；例如：毛茛科（Ranunculaceae）、小檗科（Berberidaceae）的植物具有近源性，

其韌皮部含有以小檗鹼為核心的生物鹼類似物，可能是抑制肝細胞中AP-1活性的原因。另外

繖型科的植物：柴胡、當歸、羌活等也可以抑制TPA所誘發的AP-1活性，原因之一可能和此科

植物內富含皂素類成份的化合物，此類化合物在細胞中可以透過和類固醇荷爾蒙的接受器結 
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合，進入細胞核內和AP-1複合體產生相互拮抗的作用（Wu, 2003）。另外在不同科別的植物中，

含有同樣的活性物質，也是抑制AP-1活性的原因之一。例如毛茛科的黃連和芸香科的黃柏可

以抑制TPA所誘發的AP-1活性，而這兩種植物所共同含有的生物鹼－小檗鹼也有同樣的效果，

進一步說明了此搜尋系統的對於偵測微量物質的靈敏度。 

轉錄因子NF-?B，與許多和發炎作用相關的細胞素基因的啟動有關，如：TNF-a、IL-6、 

IL-1ß、IL-8、TGF-ß的啟動子區域，具有NF-?B的結合序列。一些物質；如細菌性內毒素LPS、

ceramide或是TNF-a等則會經由結合特定的接受器並經由PKC/Rac/NIK/IKK的訊息傳導路線，

促進I-?B的磷酸化和分離，並促使由細胞質進入到細胞核中。NF-?B的活化與肝病在體內的試

驗所呈現的相關性；報告中指出在臨床上已確定罹患肝癌的病人其發生病變的組織中，

NF-?B、AP-1與STAT等蛋白質與DNA結合能力比正常的肝組織高許多(Liu et a l., 2002)。另外，

酒精代謝物乙醛對HepG2細胞造成氧化傷害的作用中，會透過PKC的訊息傳導途徑，造成細胞

中AP-1和NF--?B的活化並使得這兩個轉錄因子與DNA的結合能力上升(Juan et al., 2000)，並且

會和HBV的X蛋白質與HCV的核心蛋白質產生協同作用，促進TNF--a的大量表現加重肝細胞

的炎症作用(Won et al., 2001)。在發炎性的細胞素中；TGF-ß會透過結合細胞膜表面TGF-ß的接

受器，啟動一連串訊息傳導路線，並使肝儲脂細胞分泌大量第一型膠原蛋白誘發肝纖維化的產

生(Chen et al., 2000；Border and Noble, 1994；Bedossa and Paradis, 1995)。此外TGF-ß的活化，

也會經TAK1/IKK 的訊息傳導路線，促進肝細胞中NF-?B的活化，並抑制經AP-1/SMAD活化

誘導的細胞自殺作用(Arsura et al., 2003)。 TNF-a 除了會導致細胞中NF-?B的活化，並經由與

TNF-a接受器結合，啟動JNK的訊息傳導路線，導致細胞凋亡作用的發生，也可能是肝臟產生

發炎的原因之一。酒精及其代謝物乙醛和細菌性內毒素LPS等，對肝細胞造成炎症作用，原因

為這些物質會促進細胞生產生長因子與細胞素 TNF-a 及IL-1ß 的產生(Lotz et al., 1989； 

Friedman et al., 2000； Pennington et al., 1997)。在酒精性肝炎的組織和血清中也有類似的作

用。另外，金屬離子或H2O2等物質對肝細胞造成的氧化傷害作用中；也會觀測到TNF-a、IL-8

等細胞素的表現(Dong et al., 1998a；Dong et al., 1998b；Cao et al., 2002)。進一步說明了在肝病

的發生過程中，氧化傷害的刺激，會造成發炎性細胞素的表現之間的相關性。本研究中，首先 
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利用LPS誘發HepG2細胞中NF--?B的活性，作為抗肝細胞炎症作用的藥物大量搜尋模式，觀察

了500多種藥物的作用圖譜。從以上的大量搜尋得到的結果中發現一些藥物會同時抑制肝細胞

中AP-1與NF-?B的活性，其可能與植物中所含的物質，會同時干擾AP-1與NF-?B上游的的訊息

傳導路線有關。另外一些植物或純物質會抑制這兩個轉錄因子之一的活性，但對另一個沒有影

響，可能也與藥物中所含的活性物質的成份有關。  

在抑制乙醛誘發 HepG2細胞中 NF-?B的活性的藥物搜尋之中，觀測到黃連、黃柏及小檗鹼具

有抑制乙醛誘發的 NF-?B的活性，小檗鹼為毛茛科植物黃連或芸香科植物黃柏的根莖、或韌

皮部所分離的生物鹼。具有抑制癌細胞生長、抑制炎症作用、抗金黃色葡萄球菌抑制 TPA誘

發的小鼠皮膚的發炎作用以及抗下痢的功能（Kuo et al., 1995；Yasukawa et al., 1991；Anis et al., 

2001)對於四氯化碳所引起的齧齒類動物的肝纖維化（Janbaz and Gilani , 2000），和肝功能損

害，皆有治療的功能。另外在大鼠的巨噬細胞中，小檗鹼具有抑制革蘭氏陰性菌的脂多醣體

（Lipopolysaccharide, LPS）所誘發的 NF-?B活化的功能;並且抑制 LPS所誘發的 TNF-a 的表

現（Kang et al., 2002）。而在人類血癌細胞株中，小檗鹼具有促進細胞產生細胞凋亡的能力(Kuo 

et al., 1995)。 

在此我們希望藉由相關的研究，了解小檗鹼在抑制酒精性肝炎發生的細胞模式中詳細的分子機

轉;並且為以後相關的新藥開發，提供一個更快速、高靈敏度的搜尋平台和療效指標。 

由於小檗鹼為黃連等植物中之指標成份；在接續的實驗中，也發現小檗鹼對乙醛誘發

NF--?B的活性具有抑制的作用。對於炎症作用相關細胞素:TNF-a 及 IL-1ß的表現具有抑制的

功能。此外；小檗鹼會干擾細胞內I-?B磷酸化蛋白質的量，進一步抑制相關轉錄因子及下游基

因的表現。未來希望能夠了解小檗鹼是否會對轉錄因子與DNA的結合能力造成影響，並進一

步研究小檗鹼在體內是否也發揮同樣的生物活性。 
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第七章 結論與建議 

     

第一節   結論 

     在本研究中，使用不同癌化程度的重組人類肝細胞株，偵測不同誘發劑誘發細胞中轉錄

因子活性，代表特定肝病模式。觀察藥物對AP-1與NF-?B的影響，並選擇具有抑制轉錄因子活

性，具新藥開發潛力的植物萃取物或化合物作為研究的目標。在諸多搜尋之中，小檗鹼具有抑

制乙醛誘發之NF-?B的活性，原因為其能干擾上游訊息傳導路線的活化，並抑制轉錄因子控制

下游基因的表現，對細胞生長造成抑制。希望藉由此模式作為未來研究的起點，進一步推展到

體內試驗，希望小檗鹼也可以發揮類似的功能 

 

第二節    建議 

未來將進一步研究小檗鹼和乙醛在分子生物學上對NF-?B的作用，了解NF-?B在此扮演的

角色，以及對被這兩個轉錄因子所調控的基因做研究，釐清作用發生的原因與結果，並推動相

關的動物實驗，觀察小檗鹼在生物體內產生的作用是否也能和體外的模式一樣具有類似的功

能，希望小檗鹼可以對肝病的預防和治療有所貢獻並且為未來新藥開發的過程提供一個良好的

範本。 
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麥門冬、大棗、製半夏、茯神、枸杞子、香附子、燈心草、酸棗仁、淡豆豉、五味子、生薑皮、石膏、沙苑子、鵝不食草、荷葉、皂刺、女貞子、筆仔草、

金銀花、藿香、蓮鬚、板藍根、茺蔚子、炮乾薑、山楂、當歸、黃精、郁李仁、滑石、木瓜、魚腥草、熟地黃、赤茯苓、雞血藤、菊花、枳殼、大腹皮、川

牛膝、五靈脂、車前子、黑薑、艾葉、薄荷葉、當歸尾、韭菜子、枳具子、雞香藤、冬瓜子、谷精、漏蘆、海藻、青蒿、大薊、地龍、忍冬藤、石決明、鳥

不宿、秦皮、旋覆花、菟絲子、炙黃耆、補骨脂、蘇子、桔梗、夜交藤、烏梅、神麴、射干、石菖蒲、澤蘭、槲寄生、淫羊藿、知母、蒲公英、豬苓、甘草、

白朮、麻黃、黃芩、赤芍、栝樓仁、栝樓根、枇杷葉、石斛、升麻、綿茵陳、炒梔子、山梔子、水丁香、鱉甲、萬點金、車前草、茯苓皮、桑螵蛸、地榆、

馬蹄金、丁香、白荳蔻、小金櫻、劉寄奴、萬年松、瞿麥、藕節、故紙花、檀香、化石草、荊芥、小茴香、北耆、羌活、益智仁、縮砂仁、紅花、萹蓄、百

合、桂枝、細辛、蘆根、五加皮、土茯苓、炙甘草、柴胡、北茵陳、訶子、黨參、前胡、杏仁、厚朴、昆布、白芍、蒿本、生地黃、製附子、澤瀉、薑黃、

地骨皮、薏苡仁、決明子、川丹皮、杜仲、山椒、牡蠣、玉竹、天麻、烏梅、栝樓實、炒火麻仁、合歡皮、山豆根、半夏麴、白頭翁、獨活、肉蓯蓉、鬱金、

蒲黃、白茅根、降真香、金錢草、九層塔、荔枝核、牽牛子、懷牛膝、松節、紅參鬚、柏子仁、三稜、夏枯草、扁柏、冬葵子(冏麻子)、豬簽草、益母草、

巴戟天、半枝連、木通、龍膽草、伏苓、山梔子、狗脊、鉤藤、沒藥、紫蘇葉、牛蒡子、何首烏、天門冬、蒼朮、當歸、黃水茄、荊芥穗、川楝子、炒槐花、

枳實、沙參、炙甘草、連翹、遠志、秦艽、白鮮皮、乾生薑、苦參根、紅參、川芎、白芨、阿膠、海蛤粉、麻黃根、銀杏葉、地榆炭、蒲黃炭、槐花炭、荊

芥炭、白雞冠花、倒地蜈蚣、敗醬草(菥蓂)、馬鞭草、紫蘇梗、紫花地丁、鎖陽、茜草、木賊草、三七、谷芽、紅骨蛇、 海螵蛸、蔓荊子、威靈仙、蒺藜、

白扁豆、葛根、浮小麥、龜板、蟬蛻、新木香、烏藥、桑白皮、延胡索、製南星、乾薑、辛夷、雞內金、粉防己、貝母、馬兜玲、旱蓮草、蛇床子、乳香、

萊服子、路路通、竹茹、 青皮、丹參、水梔子、 桑葉、紫苑、葶藶子、紫草、 龍骨、 蒼耳子、葛花、骨碎補、橘紅、一條根、 白蘞、赤小豆、貫眾、

王不留行、佛手、商陸、密蒙花、絲瓜絡、通草、馬勃、莪朮、桑枝、陳皮、桃仁、檳榔、 芡實、甜菊葉、厚朴、麻黃、檳榔、大黃、苦參、皂莢、甘草、

知母、吳茱萸、防己、 麻黃、柴胡、 木通、 豬苓、秦艽、白芷、防己、乾薑、吳茱萸、石膏、知母、山梔子、桑白皮、玄參、百合、 杏仁、貝母、天花

粉、紫苑、厚朴、枳實、赤芍藥、桃仁、澤蘭、當歸、川芎、白殭蠶、山茱萸、萆薢、蒿本、蒼耳子、白茅根、紫草、款冬花、薤白、白芍藥、淫羊藿、狗

脊、烏梅、白鮮皮、龍眼肉、合歡皮、海蛤、蟬蛻、射干、桔梗、半夏、天南星、旋覆花、萹蓄、刨附子、白芨、皂莢、薄荷、土茯苓、板藍根、蛇舌草、

半枝蓮、蒲公英、海藻、大青葉、龍膽草、大黃、白頭翁、連翹、青蒿、苦參、敗醬草、魚腥草、金銀花、荊芥、升麻、葛根、檳榔、牡丹皮、黃蓮、黃柏、

黃芩、莪朮、三陵、蛇床子、秦皮、苦楝子、五味子、夏枯草、槐花、甘草、陳皮、茵陳蒿、茯苓、延胡索、黃耆、人參、枸杞、 澤瀉、 麥門冬、 燈心

草、丹參、 逍遙散、 加味逍遙散、四逆散、 加味四逆散、 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、

火畏生薑、 白茅根、敗醬草(菥蓂)、白皮耆、蕤仁、柿蒂、蓮子芯、覆盆子、清葙子、肉荳蔻、槐花、刺五加、土茯苓、大青葉、玄參(元蔘)、薤白、白

芥子、地膚子、石榴皮、大金櫻、千里光、代赭石、麥芽、常山、仙鶴草、淡竹葉、續斷、白前、黃柏、 桂皮、天仙茅、百部、厚朴、大黃、絞股藍、雞

骨草、佩蘭、龍眼花、故紙花、胖大海、番泄葉、千年健、全蠍、蘇木、款冬花、香薷、吳茱萸、蓮子、栝樓皮、 白薇、 鳳尾草、 水蛭、 紫河車、 虻

蟲、 酒大黃、 黃連、 萆薢、 椿根白皮、 血竭、 藤瘤、 川椒、 白果、 丁豎朽、 虎杖、 五倍子、 草荳蔻、 海帶、 定經草、 白花蛇舌草、 山藥、

黃金桂、 大丁黃、 橘皮、 薏仁、 山藥、 靈芝、 槲寄生、 乾薑、 貝母、  

Quercetin、 Rutin、 Hyperin、 Kaempferol、 Morin、 Galangin、 Silibinin、 3-Hydroxyflavone、 Baicalein、 Baicalin、 Chrysin、

Luteolin、 Apigenin、 Flavone、 Hesperetin、 Hesperidin、 Eriocitrin、 Naringenin、 Naringin、 (+)-Catechin、 (-)-Epicatechin、

Gentisin、  Puerarin、  Formononetin、  glycyrrhizin、  18-a-Glycyrrhetinic acid、  18-b-Glycyrrhetinic acid、  Stigmasterol、

Ginsenoside Rb1、  Ginsenoside Rb2、  Ginsenoside Rc、  Ginsenoside Rd、  Ginsenoside Re、  Ginsenoside Rg1、  Silymarin、

berberrin、  Berberine-Cl、  Berberine-SO4、  Emodin、  Rhein、  Paeoniflorin、  Paeonol、  Evodiamine 

5-Azacytidine、  5-Fluorouracil、  Aminopterin、  Camptothecin、  Cis-platinum(II) diamine dichloride、  Colchicine、  Cystine

β-D-arabinofuranoside、hydrochloride、 Daunorubcin-hydrochloride、 Etoposide、 Mitomycin C、 Paciltaxel、 Vinblastine sulfate 

salt、  Vinblastine sulfate salt、  Sandoststin、  Forane、  Diprivan、  Ultane 

圖四、本實驗使用的藥物庫名單分為三類。 

(A) 常用之中藥的甲醇萃取物，(B) 植物主要活性物質，(C) 常用之抗癌藥物和麻醉劑等。 

A 

B 

C 
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圖五、TPA可以誘發 Chang liver/AP-1細胞和 HepG2/AP-1細胞中 AP-1的活性。。  

(A) Chang liver/AP-1細胞（B）HepG2/AP-1細胞在去除血清的培養基培養，經過

24小時後，以濃度為 0.2、0.5、1、5、10、25、50、100 ng/mL的 TPA刺激細

胞，經過 16小時後在 Reporter assay中呈現的 AP-1 活化劑量作用；直條圖為

冷光的相對活性，折線圖則為MTT assay中細胞的活性。以上實驗為兩次實

驗的平均值±標準差。 

A 

B 

TPA  (ng/mL) 

TPA  (ng/mL) 

Mock   0.2   0.5     1    5     10    25   50    100  200 
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表一、在 Chang liver/AP-1及 HepG2/AP-1細胞中皆能抑制 TPA誘發 AP-1活性的中藥。 

 

 

2科別 

柴胡 

羌活 

當歸 

吳茱萸 

黃柏 

龍膽 

秦艽 

1名稱 3EC50 4指標成分 5應用複方 

繖形 

繖形 

繖形 

芸香 

芸香 

龍膽 

 

龍膽 

 

18.77 

8.7 

11.1 

11.4 

35.9 

57.8 

46.1 

Saikosaponin a, b, c, d 

Bergatene, 

isoimeratorin 

   Butylidenephthalide 

Evodiamine, 

Rutaecarpine,  

deoxyevodiamine 

Berberine(EC50=24.4μM), 

Palmatine, Coptisine 

Gentipicrin, Amarogentin, 

Loganin, Gentioside 

Gentipicrin 

當歸龍薈丸， 茵陳大黃湯，舒經活血湯，

小柴胡湯，補中益氣湯，加味消遙散 

驅風解毒湯、九味羌活散  

當歸龍薈丸、舒經活血湯、龍膽瀉肝湯、蘇

子降氣湯、秦艽飲、當歸四逆加吳茱萸生薑

湯、補中益氣湯、廣茂潰堅湯、紫根牡犡湯

 
雞鳴散加茯苓、吳茱萸湯、當歸四逆加吳茱

萸生薑湯、廣茂潰堅湯 

三黃瀉心湯、黃連解毒湯、當歸龍薈丸

當歸龍薈丸、舒經活血湯、龍膽瀉肝湯 

秦艽飲

大黃 

紫草 

丹參 

 厚朴 

檳榔 

黃連 

槐花 

毛茛 

棕? 

蓼 

木蘭 

紫草 

唇形 

豆 

35.8 

17.6 

28.47 

73.27 

31.06 

21.09 

37.09 

 Berberine(EC50=24.4μM), 

Palmatine, Coptisine 

Guvacine, Isoguvacine, 

Arecoline, Arecaidine 

β-Emdesmol, Magnolol, 

Honokiol 

Emodin(EC50=30μM), 

Aloe-emodin,(-)-Epicatechin, 

(+)-Catechin, Rhein 

(EC50=34.3μM), Sennoside A, B 
Alkannin, Shikonin, 

(-)-Bomesitol, Allantonin 

Rutin(EC50=44.9μM), 

Quercetin(EC50=47.44μM) 

Tanshinone, 

Salvianic acid 

椒梅湯 ,雞鳴散加茯苓 

平胃散,胃苓湯 ,半夏厚朴湯,廣茂

潰堅湯 ,蘇子降氣湯,大承氣湯 
 

茵陳大黃湯 ,三黃瀉心湯,黃連解

毒湯、當歸龍薈丸、大承氣湯、紫

根牡犡湯 

紫根牡犡湯,加味消遙散 

丹參飲,加味四逆散 

槐花散  

三黃瀉心湯,黃連解毒湯,當歸龍薈

丸,廣茂潰堅湯  

（1）名稱，（2）植物分類，（3）在 HepG2細胞中到達 EC50的濃度，中藥的甲醇萃取物的

濃度單位以(µg/mL)表示，（4）指標成分，藥物庫中擁有的成分其濃度單位為 (µM)，（5）臨
床上應用的中藥複方。 
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圖九、LPS可以誘發 HepG2/NF-?B細胞中 NF-?B的活性。 

      細胞在繼代到 96 孔盤經 24 小時後，以一倍 DMEM 稀釋成濃度為 0.1、0.5、1、5、

10、25、50、100 ng/mL的溶液作用 16小時後，以 Reporter assay測量 NF-?B的活性，

並以未加藥的組別的平均值作為基準，觀察不同濃度的 LPS 造成的劑量作用。以上實

驗為三次實驗的平均值±標準差。 

LPS (ng/ml) 
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R
elative N

F
-?B

 activity 
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圖十一、乙醛可以誘發 HepG2細胞中 NF-?B活性的時間和劑量作用。 

(A)乙醛在八小時誘發 NF-?B的劑量作用，乙醛以一倍 DMEM稀釋成 1、5、10、25、

50、100、200 µM的濃度，在 8小時所呈現的作用圖譜。(B) 50 µM乙醛在 1、4、8、

16、48小時對 NF-?B的活化作用。（B）的結果為兩次實驗的平均值±標準差。（A）

的結果為三次實驗的平均值±標準差。 
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圖十三、小檗鹼可以抑制 HepG2細胞中乙醛所誘發的 NF-?B活性。 

(A)小檗鹼可以抑制 HepG2細胞中乙醛所誘發的 NF-?B活性，以 0.1、1、5、25、

50、100 µM的小檗鹼與 5 µM的乙醛作用，在 8小時呈現的作用圖譜。以乙醛

在 HepG2細胞中誘發的 NF-?B活化倍率作為基準。以上實驗值為三次實驗的平

均值±標準差。      
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圖十四、小檗鹼可以抑制 HepG2細胞中乙醛誘發的 I-?B磷酸化。 

細胞在預先以濃度為 1、5、25、50、100 µM的小檗鹼處理 30分鐘後，再加 

入濃度為 5 µM 的乙醛作用 30分鐘；觀察乙醛和小檗鹼對細胞的影響，ERK

蛋白質在此作為細胞中蛋白質總量的控制組。以上為一次實驗呈現的結果。      
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圖十五、小檗鹼在 48小時可以抑制乙醛誘發 HepG2細胞分泌 TNF-a 

（A）人類 TNF-a 基因啟動子區域中 NF-?B的結合序列（B）TNF-a 的標準品

在 Cytokine ELISA 中呈現的標準曲線；橫軸為濃度（pg/mL），縱軸為在 450 nm

下呈現的吸光度（C）以濃度為 0.1、1、5、25、50、100 µM的小檗鹼與 10 µM

的乙醛，作用 48小時後，呈現以下的作用圖譜。以上實驗值為兩次實驗的平

均值±標準差。 
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圖十六、小檗鹼在 48小時可以抑制乙醛誘發 HepG2細胞分泌 IL-1ß。 

（A）人類 IL-1ß基因啟動子區域中 NF-?B的結合序列（B）IL-1ß的標準品在

Cytokine ELISA 中呈現的標準曲線；橫軸為濃度（pg/mL），縱軸為在 405 nm

下呈現的吸光度（C）以濃度為 0.1、1、5、25、50、100 µM的小檗鹼與 10 µM

的乙醛，作用 48小時後，呈現以下的作用圖譜。小檗鹼在 48小時可以抑制乙

醛誘發細胞分泌 IL-1ß。以上實驗值為兩次實驗的平均值±標準差。 
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