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一、中文摘要 

氮-乙醯轉移酵素已被證實是催化異環式芳香胺形成致癌物的主

要酵素。二胺螢素是一種人工合成的生物鹼，在生物體內經過氮-乙醯

轉移酵素的乙醯化反應，可被轉換成著名的致癌物－二乙醯胺螢素。 

小檗鹼是一種生物鹼，存在於許多臨床上重要的藥草，包括北美

黃連、野黃連、奧勒岡葡萄和小檗等。很多論文已證實小檗鹼可抑制

氮-乙醯轉移酵素的活性，但尚未有關於小檗鹼對人類乳癌細胞中氮-

乙醯轉移酵素活性的發表。因此，我們使用小檗鹼來探討對人類乳癌

細胞中氮-乙醯轉移酵素的活性抑制作用。 

藉由二乙醯胺螢素及殘餘二胺螢素的量，我們以高效液相層析

(HPLC)來測試究氮-乙醯轉移酵素的活性。氮-乙醯轉移酵素蛋白的量及

基因表現有否受到小檗鹼的影響則分別利用西方墨點法（Western 

blot）及聚合酵素連鎖反應（PCR）來檢測。 

我們的研究結果顯示：（1）小檗鹼以時間及劑量的雙重依賴性抑

制氮-乙醯轉移酵素活性及蛋白的量。（2）小檗鹼是氮-乙醯轉移酵素的

不競爭（uncompetitive）抑制劑，可同時降低平衡常數（Km）及最大

反應速率（Vmax）。（3）小檗鹼可抑制人類乳癌細胞株氮-乙醯轉移酵

素 mRNA的基因表現。
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二、英文摘要 

N-Acetyltransferase（NAT） has been shown to be a major enzyme 

that catalyzes the heterocyclic aromatic amines to form the active 

carcinogens. 2-Aminofluorene（2-AF） is a synthetic arylamine which can 

be converted by N-acetyltransferase to a well-known animal carcinogen, 

called 2-acetylaminofluorene（2-AAF）.  

Berberine is an alkaloid present in a number of clinically important 

medicinal plants, including Hydrastis canadensis (goldenseal), Coptis 

chinensis (coptis or goldenthread), Berberis aquifolium (Oregon grape), 

and Berberis vulgaris (barberry). Many papers have shown that berberine 

can inhibit the activity of N-acetyltransferase but there are no available 

information addressing berberine effects on the NAT activity of human 

breast cancer cell. Thus, we used berberine to test its inhibition of NAT 

activity in human breast cancer cell line (MCF-7).  

The NAT activity was measured by a high performance liquid 

chromatography assaying for the amounts of 2-AAF and the remaining 

2-AF. The protein of NAT and NAT mRNA gene expression were 

evaluated by Western blotting and RT-PCR methods separately.  

Our results demonstrated that (1) Berberine can inhibit the activity and 

protein level of NAT in a dose-dependent and time-dependent manner. (2) 
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Berberine is an uncompetitive inhibitor of NAT that berberine can decrease 

the value of Km and Vmax. (3) Berberine can decrease NAT mRNA gene 

expression. 
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五、論文正文 

第一章： 前言 

  第一節：研究緣起  

從事一般外科工作多年，常接觸到癌症的患者，雖然說目前癌症

的治療，已不復以往般的令人沮喪，但仍有少數患者無法以手術來完

全切除，而此時改以化學藥物治療，往往也不盡理想。因此開發療效

更佳的藥物，是很多人心中的希望。在如此的想法的推動下，報考本

校的醫學研究所。 

目前乳癌在治療上仍存在一些瓶頸，關於乳癌的成因，也有很多

種因素，例如：基因突變、酒精、輻射、遺傳、賀爾蒙以及飲食等。

環境中存在的許多致癌物(carcinogens)，經由飲食等方式進入人體，

在人體中導致癌症的產生。小檗鹼（Berberine）在研究上已經證實可

以抑制癌症的生長，包括大腸癌、膀胱癌等。其中關於乳癌者，則付

之闕如。透過小檗鹼的研究，也許可以就乳癌的治療上，提供另類的

思考。 
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第二節：研究目的  

根據台灣地區91年十大癌症死因比較表，乳癌佔3.5％，居第四

位，在女性也佔第四位，僅次於肺癌、肝癌及結腸直腸癌。而根據台

灣地區民國81到86年的十大癌症死因年齡別發生率，我們可以發現

乳癌和其他癌症最不同之處，在於它的年輕化。其最高峰在45歲左

右，此時正是人生責任最重之時，正開始養兒育女。一旦遭逢巨變，

影響的層面很大，多少家庭因之破碎。 

目前關於乳癌的治療採取合併治療方式包括手術治療、賀爾蒙治

療、放射線治療及化學治療等。五年存活率依乳癌的分期而定，零期

乳癌為99~100%，一期乳癌為90%，二期乳癌為70%，三期乳癌為40%，

到了第四期乳癌則只剩下10%。雖然早期診斷及治療是提高存活率的

不二法門，但臨床上仍有許多無法做到早期診斷及治療的案例，偶爾

也會有治療失敗的情形。因此不拘泥於既有之治療方式，努力開發更

新更好的方法，應該是所有醫界成員應努力的方向。 

本研究以人類乳癌細胞株(MCF-7)為題、小檗鹼、二胺螢素

【2-aminofluorene（2-AF）】為材料，分別以不同時間及不同濃度的

小檗鹼和不同濃度的二胺螢素，藉由高效液相層析(HPLC)來研究小檗

鹼如何影響掌控二胺螢素代謝成二乙醯胺螢素

【2-acetylaminofluorene（2-AAF)】的氮-乙醯轉移酵素

【N-acetyltransferase (NAT)】活性。並利用西方墨點法（Western 
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blot）及聚合酵素連鎖反應（PCR），分別檢測氮-乙醯轉移酵素蛋白的

量及基因表現有否受到小檗鹼的影響。 
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第二章：文獻探討 

早在西元 1775年，英國的一位外科醫師Percival Pott 發現煙

囪清潔工人有較高的陰囊癌發生率（19）。一百四十年後（1915），日

本 Yamagiva 及 Ichikawa將柏油塗在兔子身上，使兔子長出皮膚癌

（20）。1922年，Passey用乙醚抽出煤煙中的物質，並將之塗在小老

鼠身上， 結果小老鼠也長出皮膚癌（21）。由上述幾位先賢的研究可

知，對環境中致癌因子的研究，一直未曾間斷。 

關於小檗鹼（Berberine）和癌症的關係 在以往的文獻中，以

PubMed來搜尋人類berberine及cancer，可以找到約38篇文章。我

們可以發現小檗鹼已被用於研究人類的大腸癌（1、5、9）、白血病（2、

8）、腦癌（3）、肺癌（4）、膀胱癌（6）、肝癌（7、10、12）、骨髓癌

（11）、畸胎癌（13）等。小檗鹼對於氮-乙醯轉移酵素的抑制作用，

在下列癌症細胞中都具有劑量及時間的正相關性，包括人類大腸癌細

胞株（colo 205）（5）、人類白血病細胞株（HL-60）（8）、人類腦瘤細

胞株（G9T/VGH and GBM 8401）（3）、人類膀胱癌細胞株（T24）（6）

等。在酵素動力學方面，小檗鹼則已被發現在下列癌症細胞中都具有

同時降低Km和Vmax的作用，包括人類大腸癌細胞株（colo 205）（5）、

人類白血病細胞株（HL-60）（8）、人類腦瘤細胞株（G9T/VGH and GBM 
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8401）（3）等。但尚未有人用小檗鹼來研究乳癌細胞氮-乙醯轉移酵素

蛋白的活性及基因表現的抑制作用。 

搜尋 berberine及 breast cancer，則僅有兩篇。其中有一篇關

於黃連的作用(14)，這是Xiao-Kui Li於西元2000年在紐約Memorial 

Sloan-Kettering Cancer Center發表於Molecular Pharmacology的

文章。根據其研究得知，黃連的主成分雖是小檗鹼，但作者所用的黃

連萃取物中，小檗鹼也只佔二分之一，但黃連的細胞抑制作用卻遠高

於小檗鹼，因此作者認為黃連應該還含有其他的成分，比小檗鹼更具

腫瘤抑制作用，這可作為將來更進一步的研究題材。 
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第三章：研究架構與研究設計 

  第一節：研究設計  

環境中的危險因子可引起人類約70 %的癌症(15)，其中約70~90 %

和接觸化學致癌物質有關。本研究以化學致癌物中的芳香胺類化合物

（arylamine）：二胺螢素（2-AF）為代表。二胺螢素是一種很強的化

學致癌物，當其進入不同種的動物體內，會經由體內其他酵素代謝，

最後形成活性很強的致癌物（ultimate carcinogen），再和目標器官

細胞內的的DNA形成DNA 添加物（DNA adduct），造成目標器官的癌化

(16,17,18)。 

本研究設計主要在檢測小檗鹼能否影響人類乳癌細胞氮-乙醯轉

移酵素的活性及人類乳癌細胞胞質液中氮-乙醯轉移酵素的活性，來探

討小檗鹼是否能經由氮-乙醯轉移酵素活性和基因表現的抑制，來達到

治療及預防乳癌的目的。 

我們利用不同濃度的小檗鹼試劑（0，0.8，8，80，160，320 μM），

在相同的時間下，來研究二胺螢素及二乙醯胺螢素（2-AAF）如何受

到不同濃度的小檗鹼調控。找出適當的濃度後，再固定濃度（160μM），

使用不同的時間（6、12、18、24 hr）來找出小檗鹼作用和時間的關

連性。 

至於酵素動力學方面，則將濃度及時間兩變數固定（分別為160μ
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M及24 hr），利用不同濃度的二胺螢素( 0.45、0.90、1.35、1.80、

2.25及2.70 μM )，用高效液相層析來算出二胺螢素乙醯化後，二胺

螢素及二乙醯胺螢素兩者的量，利用速率及受質的倒數來做酵素反應

的動能圖，再利用此動能圖來找出其間作用的模式。最後再分別固定

濃度及時間兩變數，利用西方墨點法及聚合酵素連鎖反應，分別檢測

氮-乙醯轉移酵素蛋白的量及基因表現有否直接的受到小檗鹼的影響。 
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第二節：研究架構  

A. 小檗鹼對人類乳癌細胞（MCF-7）中氮-乙醯轉移酵素的活性效

應的影響： 

我們採用以下的步驟：  

取出培養於RPMI-1640培養基（含1 mL RPMI 培養基，glutamine，

10 %胎牛血清）的人類乳癌細胞株(MCF-7)，接種於24 well盤中，每

一 well含有1x106 個細胞，加入11.25 μM的二胺螢素（2-AF），再

分別加入不同濃度的berberine試劑，包括0.8、8、80、160及320 μ

M等不同的濃度，另一組則加加等藥物體積的DMSO為control組。置

於37℃、5％ CO2的培養箱中培養，培養24小時後，收集全部細胞，

trpsin打下細胞，PBS清洗2次後，加入等量PBS，以離心機用1500

轉離心10分鐘，取出上清液，以95% ethyl acetate: 5 % methanol

萃取兩次，用 speed vacuum 蒸乾，將殘餘物再溶於 50 μL的

methanol，取20μL注入HPLC來決定2-AF及2-AAF的量。實驗組及

控制組均作 3次。
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    Ｂ. 在活細胞中的時間效應，我們採用以下的步驟： 

取出培養於RPMI-1640培養基（含1 mL RPMI 培養基，glutamine，

10 %胎牛血清）的人類乳癌細胞株(MCF-7)，接種於24 well盤中，每

一 well含有1x106 個細胞，加入11.25 μM的二胺螢素（2-AF），再

分別加入160μM的小檗鹼試劑，另一組則加加等藥物體積的DMSO為

control組。置於37℃、5％ CO2的培養箱中培養，分別培養6，12，

18及24小時後，收集全部細胞，trpsin打下細胞，PBS清洗2次後，

加入等量PBS，以離心機用1500轉離心10分鐘，取出上清液，以 95% 

ethyl acetate: 5 % methanol萃取兩次，用speed vacuum 蒸乾，將

殘餘物再溶於 50 μL的 methanol，取20μL注入HPLC來決定2-AF

及 2-AAF的量。實驗組及控制組均作 3次。 
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C. 不同濃度的二胺螢素下，小檗鹼對人類乳癌細胞中氮-乙醯轉

移酵素的活性效應的影響： 

取出培養於RPMI-1640培養基（含1 mL RPMI 培養基，glutamine，

10 %胎牛血清）的人類乳癌細胞株(MCF-7)，接種於24 well盤中，每

一 well含有1x106 個細胞，分別加入11.25、22.5μM及45μM的二

胺螢素（2-AF），再分別加入160μM的小檗鹼試劑，另一組則加等藥

物體積的DMSO為control組。置於37℃、5％ CO2的培養箱中培養，

培養24小時後，收集全部細胞，trpsin打下細胞，PBS清洗2次後，

加入等量PBS，以離心機用1500轉離心10分鐘，取出上清液，以 95% 

ethyl acetate: 5 % methanol萃取兩次，用speed vacuum 蒸乾，將

殘餘物再溶於 50 μL的 methanol，取20μL注入HPLC來決定2-AF

及 2-AAF的量。實驗組及控制組均作 3次。 
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D. 在人類乳癌細胞中，小檗鹼在酵素動力學方面，和氮-乙醯轉

移酵素的作用關係為何？  

我們採用以下的步驟： 

取出培養於RPMI-1640培養基（含1 mL RPMI 培養基，glutamine，

10 %胎牛血清）的人類乳癌細胞株(MCF-7)，接種於12 well盤中，每

一well含有1x106 個細胞，分別加入2.70, 2.25, 1.80, 1.35, 0.90, 

及0.45 μM的二胺螢素（2-AF），再分別加入160μM的小檗鹼試劑，

另一組則加等藥物體積的DMSO為control組。置於37℃、5％ CO2的

培養箱中培養，培養24小時後，收集全部細胞，加2ml的ethyl acetate: 

methanol (95% :5 % )，搖晃震盪後靜置10分鐘，收集上層溶液，用

speed vacuum 蒸乾，將殘餘物再溶於50 μL的methanol，取20μL

注入 HPLC來決定 2-AF及 2-AAF的量。實驗組及控制組均作3次。 
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E. 在人類乳癌細胞中，小檗鹼是否真的降低氮-乙醯轉移酵素的

量，抑或是透過其他方式，來達到我們所見的結果？ 

我們採用西方墨點法，步驟如下： 

取出培養於RPMI-1640培養基（含1 mL RPMI 培養基，glutamine，

10 %胎牛血清）的人類乳癌細胞株(MCF-7)，培養至足夠細胞後(1x10
8
 

cells)，接種於6 well盤中，每一well含有2x106 個細胞，加入11.25 

μM的二胺螢素（2-AF），再分別加入0,8,80,160及320 μM的小檗

鹼試劑，另一組則加等藥物體積的DMSO為control組。置於37℃、5

％ CO2的培養箱中培養，培養24小時後，收集全部細胞，trpsin打下

細胞，PBS清洗2次後，加入等量PBS，以離心機用1500轉離心10分

鐘，加入RIPA lysis buffer （50 mM Tris-Hcl, pH 7.4，150 mM NaCl，

1 mM ethylenediamine-tetra-acetic acid (EDTA)，1 mM ethylene 

glycol - bis (aminoethylether) - tetra-acetic acid (EGTA)，0.5 

mM dithothreitol，1% NP-40，0.3% deoxycholate，10 μg/ml 

leupeptin，10 μg/ml aprotinin，10 μg/ml soybean trypsin 

inhibitor，0.5 mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)）。劇烈

震盪後，置於冰上30分鐘處理樣品，轉移至1.5 mL 的 eppendorf，

再經離心13,000 rpm 15分鐘，取上清液，即為總蛋白質。跑SDS page 

gel，以anti-NAT antibody染色，靜置至隔日，以0.05 % Tween/PBS

清洗，加入 secondary antibody染，再壓片呈色。
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F. 不同濃度的小檗鹼試劑能否影響人類乳癌細胞株中氮-乙醯轉移酵

素 mRNA的基因表現： 

步驟如下： 

取出人類乳癌細胞株，加不同濃度的小檗鹼（0、8、80、160及

320μM），培養24小時，以Qiagen RNeasy Mini Kit萃取全部RNA( Hsia 

2002 and Cu 2003)。取 1.5 μg total RNA，加入0.5μg oligo-dT 

primer，再加入含DEPC（diethyl pyrocarbonate）的水至12.5μl，

加熱至 70℃，持續10分鐘，置於冰上冷卻至少一分鐘，再加各7.5

μL的溶液(包括 2 μL的 100mM DDT、1μL的dNTP、0.5μL RT、4

μL的5X buffer)，靜置於42℃，一小時後，取1μL的cDNA，加24

μL的溶液(包括19.05 μL的ddH2O、2.5μL的10X buffer、0.75μ

L的 MgCl2、0.5μL dNTP mix、0.5μL的primer1 and 2、0.2μL的

Taq DNA polymerase)，置於冰上冷卻至少一分鐘，再放置於94℃下3

分鐘，進行PCR的35個週期：（包括95℃ 5分鐘, 95℃ 1分鐘., 55

℃ 60秒, 72℃ 1分鐘），放置於72℃下10分鐘，於4℃下加入loading 

buffer 5 μL，再跑1.5% agarose electrophoresis，最後以ethedium 

bromide 染色後，在 UV燈下照相。  

註：The sequence of primers as follows: 

     B-MDIEA-NAT1, 5’-CACCCGGATCCGGGATCATGGACATTGAAGC-3’, 

nt 435-454 GenBank accession number X17059;  
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     VPKHGD-X-NAT1, 5’-GGTCCTCGAGTCAATCACCATGTTTGGGC-3’, nt 

1295-1278, GenBank accession number X17059; 

     FPI-NAT2, 5’-CTAGTTCCTGGTTGCTGGCC-3’, nt 79-78, GenBank 

accession number NM-000015; 

     RPI-NAT2, 5’-TAACGTGAGGGTAGAGAGGA-3’, nt 1073-1054, 

GenBank accession number NM-000015; 

     Act b1, 5’-GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-3’, nt 94-114, GenBank 

accession number NM-001101; 

     Act b2, 5’-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC-3’, nt 446-422, 

GenBank accession number NM-001101（Blum et al., 

1990; Ebisawa and Deguchi, 1991; Ponte et al., 

1984） 
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第三節：研究假說  

小檗鹼（Berberine）對於氮-乙醯轉移酵素

（N-acetyltransferase）的抑制作用，在我們實驗室已由下列癌症細

胞中得到證實，包括人類大腸癌細胞株（colo 205）（5）、人類白血病

細胞株（HL-60）（8）、人類腦瘤細胞株（G9T/VGH and GBM 8401）（3）、

人類膀胱癌細胞株（T24）（6）等。因而我們推測在人類乳癌細胞

（MCF-7），小檗鹼可能也具有類似的作用（氮-乙醯轉移酵素的抑制作

用），進一步要證實小檗鹼直接降低氮-乙醯轉移酵素的蛋白質及mRNA

的量方面，應該皆具有劑量及時間的正相關性，以及可能也是一種不

競爭性抑制劑，可同時降低 Km和 Vmax。 
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第四章：研究材料及統計方法 

  第一節：研究材料及資料收集方法  

實驗材料購自美國P-L Biochemical’s Inc.（Milwaukee，WI）

公司者有Acetyl Co-A。購自美國K and K laboratories（Plainview，

NY）者有2-Aminofluorene（2-AF）及2-acetylaminofluorene（2-AAF）。

購自Sigma Chemical Co.（St. Louis，MO）者有Leupeptin、Tris-HCl、

Tris-chloroacetic acid、Ethylenediaminetetraacetic acid

（EDTA）、Bovine serum albumin（BSA）。購自美國Gibco laboratories

（Grand Island，NY）公司者有RPMI 1640 culture medium、Fetal 

bovine serum、Hanks balanced salts、Antibiotics（Kanamycin，

Penicillin，Streptomycin）、Glutamine。人類乳癌細胞株(MCF-7)

則購自新竹食品科學研究所。 

在實驗中使用的高效液相層析儀（HPLC）Beckman（Programmable 

Solvent Module 126；Diode Array Detector Module 168）、西方墨

點法購自汎泰儀器公司，聚合酵素連鎖反應則購自QIAGen。 
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第二節：研究變項及操作型定義  

本實驗的研究變項包括小檗鹼的濃度、時間，以及二胺螢素的濃

度等。此三個變數，分別加予適當的控制(操縱一變因，固定一些變因

保持不變，看看另一變因即反應的變因怎樣改變)時，才能得到可靠而

有再現性的結果。 

在實驗中使用高效液相層析儀（HPLC）Beckman（Programmable 

Solvent Module 126；Diode Array Detector Module 168），實驗先

由已知濃度的標準品溶液，算出峰線面積，再求得檢體峰線面積，兩

者比較後，進而算出檢體的含量。測定NAT 活性的條件如下﹕1. C18 

reversed - phase column（Spherisorb 4.6 ，250 mm）. 2. Solvent 

system：20 mM KH2PO4（PH4.5）/ CH3CN（53: 47）. 3. Wave1ength：

280 nm。 

西方墨點法: 類似三明治夾層的構造中，包括海綿片上放上3M濾

紙、SDS-PAGE gel、PVDF轉漬膜 (100 %甲醇浸15秒、再於Transfer 

buffer浸1分鐘以上)、3M濾紙，最後再放上一片海棉墊片等。此時的

條件設定為100 v、400 mA、1.5小時，進行蛋白質轉漬步驟。最後加

入氮-乙醯轉移酵素的抗體，隔夜洗淨，再染有螢光的二次抗體，再呈

色。 
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第三節：資料處理與分析方法  

關於濃度及時間兩變數，我以Unpaired Student t-test來作分

析。而酵素動力學方面則使用線性迴歸，做出Lineweaver-Burk double 

reciprocal plot。所有統計及畫圖的工作，全使用統計軟體SigmaPlot 

2000。 
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第五章：研究結果 

1.   第一節：描述性統計分析  

對於小檗鹼在不同的濃度下，如何影響人類乳癌細胞(MCF-7)的氮

-乙醯轉移酵素的活性，我們可由圖1及圖2中看出。隨著小檗鹼濃度

的增加，二胺螢素的氮－乙醯化作用也隨之降低。對照組（berberine

濃度為0）所產生的二乙醯胺螢素濃度為9.45±1.74 nmol/106 cells，

由 0.8μM到 320μM的小檗鹼，二乙醯胺螢素濃度由 8.76±1.14 

nmol/106 cells減少為 0.96±0.20 nmol/106 cells，二胺螢素的氮－

乙醯化作用被抑制了 7到 90%。 
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2. 1（a）對照組 

3.  
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4. 1（b）. 0.8 μM berberine 

5.  
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1（c）. 8μM berberine 
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1（d）. 80μM berberine 
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1（e）. 160μM berberine 
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1（f）. 320μM berberine 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖1. 24小時時，人類乳癌細胞(MCF-7)中，不同濃度的小檗鹼對二胺
螢素乙醯化反應的影響。二胺螢素及其代謝物二乙醯胺螢素的量，皆
以高效液相層析(HPLC)來測量。（1-a: control, 1-b: 0.8 μM, 1-c: 
8 μM, 1-d: 80 μM , 1-e: 160 μM, 1-f: 320 μM小檗鹼）圖形
的點皆為三次測量的平均值。
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圖 22.. 24小時時，人類乳癌細胞(MCF-7)中，不同濃度的小檗鹼對

二乙醯胺螢素產生反應的作用。二乙醯胺螢素的量以高效液相層析

(HPLC)來測量。每一點皆為三次測量的平均值。數值以平均值±±標標準準差差

來來表表示示((nn＝＝33))。。＊＊代代表表 pp值值<0.05。。   
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在時間方面，由圖3可知，隨著時間的增加，二乙醯胺螢素（2-AAAAFF）

的濃度也一直增加，此作用一直持續至少24小時。在6到24小時這

一段時間，我們發現160μM的berberine明顯造成2-AF的氮乙醯化

作用的抑制。在6小時時，2-AAF濃度由1.59 ± 0.27 nmol/106 cells

減少為0.34 ± 0.09 nmol/106 cells；在24小時時，2-AAF濃度由9.47 

± 1.56 nmol/106 cells減少為2.86 ± 0.54 nmol/106 cells。由上述

可知， 2-AF的氮乙醯化作用被抑制了 70到 79％。 
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圖3. 160μM的小檗鹼，於人類乳癌細胞(MCF-7)中，在不同時間

下，對產生二乙醯胺螢素的作用。二乙醯胺螢素的量以高效液相層析

(HPLC)來測量。每一點皆為三次測量的平均值。數值以平均值±±標標準準差差

來來表表示示((nn＝＝33))。。＊＊代代表表 pp值值<0.05。。    
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我們再以160μM的berberine（固定濃度），24小時的時間（固

定時間），以不同濃度的2-AF（11.25、22.5及45.0μM）來做，由圖

4我們發現 AAF的產量分別減少了 56﹪、59﹪及 59%。   
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圖 4. 24小時時，160μM的小檗鹼，於人類乳癌細胞(MCF-7)中，在

不同濃度的二胺螢素下，對產生二乙醯胺螢素的作用。二乙醯胺螢素

的量以 高效液相層析(HPLC)來測量。每一點皆為三次測量的平均值。

數值以平均值±±標標準準差差來來表表示示((nn＝＝33))。。＊＊代代表表 pp值值<0.05。。  
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酵素動力學的平衡常數方面（圖5），不同濃度的2-AF(2.70, 2.25, 

1.80, 1.35, 0.90, 0.45 μM)被加入細胞質中，在有小檗鹼及無小檗

鹼 (160 μM)的情況下，我們發現，以1/AF為X軸，1/V為Y軸做線

性迴歸圖時，形成兩條平行線。當160μM的小檗鹼被加入時，Km及

Vmax分別減少了 54％到 50％。 
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圖 5. 人類乳癌細胞(MCF-7)中，氮-乙醯轉移酵素的

Lineweaver-Burk 酵素動力線性迴歸圖。使用不同濃度的二胺螢素

(0.45, 0.90, 1.35, 1.80, 2.25 and 2.70 μM)的倒數為x軸，以反

應速度的倒數為 y軸畫出的線性迴歸圖。 
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氮-乙醯轉移酵素的量受到影響的程度是如何？我們由圖6的西方

墨點法分析，發現氮-乙醯轉移酵素的量隨著小檗鹼濃度的增加，氮-

乙醯轉移酵素的量也隨之降低。而由圖7我們發現，當160μM的小檗

鹼被加入時，隨著時間的增加，氮-乙醯轉移酵素的量也顯著隨之降低。 
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圖 6，人類乳癌細胞(MCF-7)中，加入不同濃度的小檗鹼，於24

小時時，產生氮-乙醯轉移酵素的量的作用。 
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圖 7，人類乳癌細胞(MCF-7)中，加入160μM濃度的小檗鹼，於

不同的時間下，產生氮-乙醯轉移酵素的量的作用。 
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由圖8的聚合酵素連鎖反應圖，我們發現氮-乙醯轉移酵素mRNA的基

因表現，隨小檗鹼濃度的增加而依次降低，由8、80、160至320 μM

的小檗鹼，氮-乙醯轉移酵素 mRNA依次下降了2﹪、23﹪、35﹪及56%。 
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圖8、聚合酵素連鎖反應圖：在人類乳癌細胞株，培養24小時，加不

同濃度的小檗鹼，對 NAT-1的量的作用。（＊ 表示 p＜0.05） 
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第二節：推論性統計分析  

我們可由圖1及圖2中看出。隨著小檗鹼濃度的增加，二胺螢素

的氮乙醯化作用也隨之降低，但使用 Unpaired Student t-test，我

們發現只有 80、160及320 μM的小檗鹼才具有統計學上的意義（p

＜0.05）。而低濃度（0.8及8μM）的小檗鹼雖然似乎可以降低二胺螢

素的氮乙醯化作用，但因 p＞0.05，故不具統計學上的意義。 

另外，由圖2也可看出160 μM的小檗鹼可使二乙醯胺螢素的產

量減少 50％以上。因此，我們以160μM的小檗鹼為標準（固定濃度），

再研究不同的時間對二胺螢素的氮－乙醯化作用的影響（圖3），結果

6、12、18及24小時等四個時間，皆具有統計學上的意義（p＜0.05）。

這表示至少在24小時之內，160μM的小檗鹼顯著的降低二胺螢素的

氮乙醯化作用。 

我們再以160μM的小檗鹼（固定濃度），24小時的時間（固定時

間），以不同濃度的二胺螢素（11.25、22.5及45.0μM）來做，由圖

4我們發現AAF的產量分別減少了56﹪、59﹪及59%。此三項結果皆

具有統計學上的意義（p＜0.05）。這表示在小檗鹼固定濃度及時間（24

小時），其抑制二胺螢素的氮乙醯化作用並不因受質的濃度高低而影

響。 
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由圖8的聚合酵素連鎖反應圖，我們發現氮-乙醯轉移酵素 mRNA

的基因表現，隨小檗鹼濃度的增加而依次降低，但經由統計分析，160

及 320 μM的小檗鹼才具有統計學上的意義（p＜0.05）。 
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第六章：討論研究 

  第一節：結果討論   

在酵素動力學方面，小檗鹼可同時降低平衡常數（Km）和反應最

大速率（Vmax），因此，小檗鹼對氮-乙醯轉移酵素而言是一種不競爭

性抑制劑。這表示當氮-乙醯轉移酵素和細胞結合時，反而可以促進小

檗鹼和細胞結合，進而抑制了氮-乙醯轉移酵素的活性。 

另外，經由西方墨點法，我們發現氮-乙醯轉移酵素的量也因小檗

鹼的增加而減少，而且同樣具有時間及濃度的依賴性。 

由圖8的聚合酵素連鎖反應圖，低濃度的小檗鹼（8及80μM）降

低氮-乙醯轉移酵素 mRNA基因表現的效果並不顯著，高濃度的小檗鹼

（160及 320μM）才有抑制的效果。 

由上述幾點 我們可以簡單的說，小檗鹼不僅以不競爭性抑制劑的

方式來抑制氮-乙醯轉移酵素的活性，更直接的降低氮-乙醯轉移酵素的

量，兩者皆具有時間及濃度的依賴性，而降低氮-乙醯轉移酵素 mRNA

基因表現也同樣的具有濃度的依賴性。 
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第二節：其他相關性討論  

  遠在三千多年前，中國和印度便已使用富含小檗鹼的草藥，可

說是一種源遠流傳的民俗療法。小檗鹼是一種生物鹼（alkaloid）。所

謂的生物鹼，一般指化合物中含有氮元素者，如小檗鹼及pilocarpine

等（圖8）。細分之，則有indole，唑（carbazole）及阿喟酮（acridone）

等二十種以上的型式。 

 

 

 

 

 

                  

 

  

 

圖 8  berberine的結構式 

很多植物都含有小檗鹼，例如：北北美美黃黃連連（（HHyyddrraassttiiss  

ccaannaaddeennssiiss、、ggoollddeennsseeaall））、、野野黃黃連連（（CCooppttiiss  cchhiinneennssiiss、、ccooppttiiss  oorr  

ggoollddeenntthhrreeaadd））奧奧勒勒岡岡葡葡萄萄（（BBeerrbbeerriiss  aaqquuiiffoolliiuumm、、OOrreeggoonn  ggrraappee））

和和小小檗檗（（BBeerrbbeerriiss  vvuullggaarriiss、、bbaarrbbeerrrryy））等等。。在在醫醫學學研研究究方方面面，小檗

鹼被發現具有拮抗霍亂弧菌及大腸桿菌熱穩定內毒素的作用（23），可
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抑制腸道電解質的分泌（24、25、26）、抑制平滑肌肌肉的收縮（27、

28、29）、抑制心室心搏過速（30、31）、降低發炎反應（32、33、34）、

抗血小板凝集作用（35、36）、刺激膽汁分泌及膽紅素排出（37）以及

抗腫瘤作用（1~13）等。 

二胺螢素是一種人工合成的化合物（圖9），不存在於自然界中，

主要用於實驗研究。長期暴露是否會造成人類不良的影響，目前則未

有進一步的資料。 

 

 

 

 
 
 

圖 9  二胺螢素的結構式 

二胺螢素是一種很強的化學致癌物，當其進入動物體內時，可先

在胺基接一個氧原子，或者先經體內的胺基乙醯轉移酵素

（N-acetyltransferase，NAT）的乙醯化【將Acetyl-Co A上的乙醯基

接到受質（二胺螢素）的NH2基上】，形成二乙醯胺螢素

【2-acetyl-aminofluorene（2-AAF）】，再經由體內其他酵素代謝，

最後形成活性很強的致癌物，再和目標器官細胞內DNA的Guanine結

合，形成DNA添加物（DNA adduct），造成目標器官的癌化(16,17,18)。
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圖10. 二胺螢素（2-AF）和二乙醯胺螢素（2-AAF）活化過程(Taken from 

Heflich and Neft, 1994) 
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圖 11  二乙醯胺螢素的結構式 

二乙醯胺螢素是二胺螢素是乙醯化的產物（圖11），在動物方面，

已有許多研究證實二乙醯胺螢素會在許多動物身上導致癌症，包括老

鼠rat（38、39）、mice（40、41）、 田鼠hamster（42）、兔子、鳥、

蝙蝠、青蛙、狗和貓等（43）。2-AF也會導致許多癌症，兩者所造成的

癌症，會因物種及性別的不同而有所差異（Miller et al. 1955）（46）。

例如，二乙醯胺螢素不管在雄雌老鼠身上，皆會導致小腸的腺癌，但

2-AF則只在雄性老鼠身上才導致小腸的腺癌。兩者在造成癌症的種類

及劑量也有許多相似的地方（圖12）。因此，經由動物實驗發現，二

乙醯胺螢素和二胺螢素在導致突變及致癌方面，可能有許多重疊的機

轉，包括相似的關鍵代謝物和DNA添加物等。 
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氮-乙醯轉移酵素在人體可分成氮-乙醯轉移酵素-1及氮-乙醯轉移

酵素-2兩種，截至目前為止，乳癌被認為和兩者皆有關（44）。Adam

（45）證實在108個乳癌病人的身上，氮-乙醯轉移酵素-1的mRNA 有

過度表現的情形，並且氮-乙醯轉移酵素-1和雌激素受器陽性表現有很

強的關聯性（雌激素受器陽性的乳癌患者有較佳的預後），此外，氮-

乙醯轉移酵素-1也和 etoposide抗癌藥的抗藥性有關。 

已有文獻報導氮-乙醯轉移酵素活性改變與人類乳癌和膀胱癌的

發生有相關聯（47）。當個體暴露於二胺螢素時，若提升氮-乙醯轉移

酵素的活性，則會提高突變的機會。因而，本實驗結果顯示，小檗鹼

能降低人類乳癌細胞株(MCF-7)氮-乙醯轉移酵素的活性及基因改變 

當更值得注意。
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第三節：研究限制  

本文關於小檗鹼對氮-乙醯轉移酵素的量的抑制作用，雖可見到時

間的依賴性及劑量的依賴性（time- and dose-dependent），但其真正

抑制的作用機轉，目前仍無法回答。關於小檗鹼抑制氮-乙醯轉移酵素

的活化二胺螢素作用，可能要藉由氮-乙醯轉移酵素催化中心胺基序列

的定位及定序（例如哪一個胺基會受影響？），才能確知小檗鹼抑制氮

-乙醯轉移酵素的作用點。 
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第七章：結論與建議 

  第一節：結論   

就人類的乳癌細胞(MCF-7)而言， 

1. 二胺螢素的氮－乙醯化會被小檗鹼抑制，而且是以劑量和時間兩

者皆正相關的方式。 

2. 在小檗鹼抑制二胺螢素的氮-乙醯化作用並不因受質（二胺螢素）

的濃度高低而影響。 

3. 小檗鹼是氮-乙醯轉移酵素的一個不競爭（uncompetitive）抑制

劑，可同時降低平衡常數（Km）及最大反應速率（Vmax） 

4. 小檗鹼會直接減少氮-乙醯轉移酵素的數量。而小檗鹼的抑制效

果，同樣是以劑量和時間兩者皆正相關的方式。 

5. 由聚合酵素連鎖反應結果顯示，小檗鹼可抑制人類乳癌細胞株氮-

乙醯轉移酵素 mRNA的基因表現。 
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第二節：建議  

目前並不能預測小檗鹼能治療或預防人類乳癌的產生，但確定小

檗鹼可降低二胺螢素引起的乳癌。文獻已經報導，二胺螢素暴露的個

體，會因氮-乙醯轉移酵素基因的差異導致氮-乙醯轉移酵素活性改變，

進而引起不同的乳癌的發生機率。同時小檗鹼可降低氮-乙醯轉移酵素

活性和基因相關蛋白質的量，因而可降低其致癌的機率。 
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B. 附錄 ：專有名詞對照 

 Breast cancer：乳癌 

2-AAFF：：二胺螢素 

2-AAAAFF：：二乙醯胺螢素 

NAT ( N-acetyltransferase)：氮-乙醯轉移酵素 

MCF-7：人類乳癌細胞株  

Berberine: 小檗鹼 

Carcinogens：致癌物    
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