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    馬兜鈴科植物長久以來即在世界各地被當作民族藥物使用，例如於

印度、南非、地中海地區，被用來調經、催產、逐蟲，和治療關節炎、

癌症、毒蛇咬傷等。在台灣、中國大陸等地也有很多馬兜鈴科中藥的複

方如疏經活血湯、川芎茶調散、小青龍湯等，被用來治療關節痛、頭痛、

氣喘等。除此之外，馬兜鈴科單味藥物也常被臨床使用，例如防己用於

治療風濕水腫，細辛用來止牙痛等。雖然馬兜鈴科植物已在世界各地被

當作傳統藥物使用好幾世紀，但其療效作用機轉尚不清楚，因此，我們

以馬兜鈴科中草藥的主要活性成分馬兜鈴酸 I 及馬兜鈴酸 II 鈉鹽的混合

物(以下簡稱馬兜鈴酸)作為材料，以人類近端腎小管 HK-2 細胞作為實
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驗模型，利用微陣列分析法來探討其可能的藥理與毒理的作用機轉。 

HK-2 細胞經不同劑量(10、30、90 μM)馬兜鈴酸及 30 μM 馬兜鈴酸

不同時間(1, 3, 6, 12,和 24 小時)暴露後，發現馬兜鈴酸對 HK-2 的細胞生

長的影響呈現劑量及時間反應關係；收集細胞並抽取其核醣核苷酸

(RNA)進行微陣列分析，得到的馬兜鈴酸基因表現圖譜利用集群分析法

(Cluster analysis)分析，發現馬兜鈴酸可以調控的基因表現圖譜中包含：

DNA 傷害反應、DNA 修補、細胞凋亡等相關基因，進一步探討後發現

馬兜鈴酸可明顯調控九種免疫調節相關的生物路徑(例如 TNF signaling 

pathway、Interleukin signaling pathway 等)會明顯受到馬兜鈴酸影響，此

顯示馬兜鈴酸可能參予免疫調控相關基因的表現，於是經由網路分析

(network analysis)發現發炎轉譯因子 NF-κB 扮演很重要的角色。馬兜鈴

酸顯著地調控許多 NF-κB 相關基因(例如 CCL20、CD68、IL8 等)的表現，

經 qRT-PCR 確認 NF-κB 相關基因的表現情形，與微陣列基因表現圖譜

有很好的一致性；並以帶有 NF-κB/luciferase 基因轉殖的 HK-2 細胞確認

馬兜鈴酸可以有效抑制 NF-κB 的活性，且以共軛焦顯微鏡/免疫染色方

法確認馬兜鈴酸可以抑制 NF-κB p65 由細胞質轉位進到細胞核。綜合以

上結果顯示，馬兜鈴酸可以有效抑制 NF-κB 活性，此發現提供了馬兜鈴

科植物被當作抗發炎藥物的分子作用基礎。 

    由於含馬兜鈴酸的中草藥曾在比利時馬兜鈴酸腎病變事件中被報
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導可以造成馬兜鈴酸腎病變及泌尿道癌，所以我們同時探討馬兜鈴酸可

能的毒理作用機轉。我們分析馬兜鈴酸在 HK-2 細胞的基因表現圖譜，

發現 DNA 修補路徑是被最顯著調控的，並以 qRT-PCR 確認 DNA 修補

相關基因被馬兜鈴酸下調的情形。除此之外，DNA 傷害反應、細胞凋

亡及抗氧化酵素(例如 superoxide dismutase、glutathione reductase 和

glutathione peroxidase)等相關基因的表現也顯著地被馬兜鈴酸所調控。

以彗星試驗法檢測 DNA 傷害，發現馬兜鈴酸可增加 DNA 股斷裂，以微

核測試法檢測染色體傷害，發現馬兜鈴酸可顯著誘發微核率的增加，以

免疫染色法發現馬兜鈴酸可以增加常見氧化 DNA 傷害指標 8-OHdG 染

色的細胞數，並進一步確認馬兜鈴酸可以減少 OGG1 的蛋白質表現量，

綜合以上結果顯示馬兜鈴酸可透過抑制 DNA 修補相關基因與抗氧化酵

素的表現，進而造成 DNA 股斷裂、氧化 DNA 傷害與染色體傷害的增加，

此結果對馬兜鈴酸致基因毒性提供了新的證據。 

我們以微陣列分析探討馬兜鈴科中草藥之主要成分馬兜鈴酸混合

物誘發的基因反應圖譜，發現馬兜鈴酸抗發炎機轉可能經由抑制 NF-κB

之訊息傳遞路徑來展現，另外馬兜鈴酸會抑制 DNA 修補作用並誘發

DNA 股斷裂、氧化 DNA 傷害與染色體傷害，以上結果對含馬兜鈴酸中

草藥可能的療效分子機轉或病理機轉提供新的證據，可以提供中醫師臨

床用藥作為參考。 
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第一章 前言 

很多馬兜鈴科植物長久以來即在世界各地被用來當作傳統民俗藥

物。舉例來說，在台灣、中國內地、日本和新加坡有很多傳統中藥的複

方，皆含有不同種類的馬兜鈴科植物[1]。除了東亞外，在印度、地中海

地區和南非，有許多不同種類的馬兜鈴科植物被用來治療月經不調、催

產、驅逐寄生蟲、鎮痛，和治療關節炎、癌症，腹瀉、和毒蛇咬傷等[2-4]。 

在馬兜鈴科中草藥的臨床應用中，最常見的是細辛、廣防己、馬兜

鈴、天仙藤、青木香。另外，關木通亦屬馬兜鈴科植物一員，過去一百

多年來在大陸被當作木通的替代藥品[5]，因此也在此篇論述範圍，但在

古代典籍並無記載[6]，因此僅有木通典籍之摘述，及在臨床應用方面敘

述關木通的臨床使用緣由及相關減毒研究。臨床上，木通性味苦寒，被

用來降火利水、通乳，可以治療口舌生瘡、失眠、小便澀痛、乳汁稀少

等。廣防己性味大苦辛寒，臨床用於治療水腳氣，風濕痺痛等。細辛性

味辛温，有祛風散寒，止痛通竅，溫肺化飲，止咳平喘，通利血脉的功

效。馬兜鈴、青木香、天仙藤則為同一種植物馬兜鈴的不同部位，馬兜

鈴為果實，青木香為根，天仙藤為莖葉。馬兜鈴性味苦、微辛、寒，臨

床可用來清肺止咳、降氣平喘；青木香性味苦、微辛、寒，功能順氣止

痛，解毒消食；天仙藤性味苦溫，有活血通絡，化濕消腫的功效。 
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我國衛生署曾於 2003 年 11 月 4 日公布禁用五種含馬兜鈴酸的藥材

(廣防己、青木香、關木通、馬兜鈴、天仙藤)，但是馬兜鈴科的細辛並

未被禁止使用。在過去數千年的傳統中醫藥應用中，馬兜鈴科中草藥可

以拿來消腫止痛、清熱解毒、止咳怯痰、降血壓、利尿、止皮膚癢、治

蛇咬傷、抗癌等[7-8]，雖然含馬兜鈴酸的中草藥曾在比利時馬兜鈴酸腎病

變事件中被報導可以致病，但其罹患馬兜鈴酸腎病變的比例[9]明顯高於

台灣、中國大陸等地，因此僅管部份馬兜鈴科中草藥已在市場上被多國

禁止使用，但其過去被應用的藥理作用及近代出現的毒理表現仍值得進

一步探究。 

DNA微陣列分析技術(Microarray)又稱為基因晶片技術，其特點是可

以大量、並行化蒐集生物資訊，例如對樣本中的核酸序列資訊進行快

速、高通量和低成本測量分析，在近代被認為如同微型實驗室，因此被

廣泛應用於疾病關聯性基因檢測、藥物動力學、毒理基因體學等。微陣

列分析技術除了在臨床上可以應用於標的藥物的開發(target-based drug 

discovery) 、生物標記(biomarker)的發現、病原體基因檢測及疾病的預

後測試(prognostic tests) 等，還可以在人類已知基因組上進行藥物或毒

物基因表達的比較、基因突變分析，可在分子水平上評估藥物或毒物的

作用[10]。因此我們欲藉著微陣列技術，在分子層面上探討中草藥有效成

分馬兜鈴酸的作用機轉。由於細辛是目前馬兜鈴科植物中仍被允許臨床
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使用的中藥，而馬兜鈴酸 I（Aristolochic Acid I）及馬兜鈴酸 II  

（Aristolochic Acid II）是馬兜鈴科中草藥的主要活性物質，因此本研究

以馬兜鈴酸I與馬兜鈴酸II之混合物為材料，使用微陣列技術探討馬兜鈴

酸混合物對人類近端腎小管 (HK-2 cells）細胞基因表現圖譜的影響，進

而探討馬兜鈴酸在人類腎細胞可能的抗發炎藥理或基因毒性的毒理作

用機轉。 



 

 4

第二章 文獻探討 

在傳統中醫藥中，馬兜鈴科中藥的臨床應用有很多，最常見的是廣

防己、細辛、馬兜鈴、青木香、天仙藤，較少使用的是朱砂蓮、尋骨風、

南木香等。張賢哲等根據歷代中醫名方ㄧ萬七千方電子資料庫、北京「中

醫藥文獻資料庫(1943-2006)」、《中華醫典》電子資料庫及中國醫藥大

學附設醫院中藥材用量統計(1983-1993)等資料，將使用量從高量至低量

分為A、B、C、D、E等類，結果統計出細辛為 66 種A類最常用藥之一，

木通、防己屬於B類 60 種常用藥物之列，青木香、馬兜鈴列於 150 種C

類通用藥物之中，天仙藤則屬於 100 種D類罕用藥物之一[11]。 

馬兜鈴科植物被用來當作傳統中醫藥來治療疾病已有數百年的歷

史，有許多的古籍記載收錄其作用及臨床應用，茲舉其常用者節錄分述

如下： 

第一節 馬兜鈴科中藥 

壹、典籍記載 

1. 木通(非屬馬兜鈴科中藥) 

《神農本草經》：氣味辛平無毒，主除脾胃寒热，通利九竅血脉關節，

令人不忘，去惡蟲[12]。 

《本草綱目》：木通，手厥心包、手足太陽小腸膀胱之藥也。故上能通
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心清肺，治頭痛、利九竅；下能泄濕熱，利小便，通大腸，治遍身拘痛。

《本經》及《别錄》皆不言其利小便之功治淋之功，甄權、日華子輩好

發揚之。蓋其能泄丙丁之火，則肺不受邪，能通水道，水源既清，則津

液自化，而諸經之濕與熱，皆由小便泄去。故古方導赤散用之，亦瀉南

補北、扶西抑東之意[13]。 

《本草備要》：古名通草，輕通行水，瀉小腸火。甘淡輕虚。上通心包，

降心火，清肺熱，心火降，則肺熱清矣。化津液，肺為水源，肺熱清，

則津液化，水道通。下通大小腸膀胱，導諸濕熱由小便出，故導赤散用

之。…。木通能入大腸，兼通大便。通利九竅，血脉關節。治胸中煩熱，

遍身拘痛…。除煩退热，止痛排膿，破血催生，行經下乳。火不亢于内，

氣順血行，故經調有準，乳汁循常。汗多者禁用[7]。 

在宋朝以前，如《神農本草經》、《新修本草》、《備急千金要方》

僅見通草之名，未見木通。需注意以上歷代本草所提的木通為木通科木

通(Akebia quinata (Thunb.) Decne.)[14]。 

 

2. 防己 

《神農本草經》：味辛，平。主風寒，温瘧，熱氣，諸癇，除邪，利大

小便[12]。 

《名醫别錄》：味苦，温，無毒。主治水腫，風腫，去膀胱熱，傷寒，
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寒熱邪氣，中風，手脚攣急，止泄，散癰腫，惡結，諸蝸疥癬，蟲瘡，

通腠理，利九竅[15]。 

《本草備要》：通，行水，瀉下焦血分濕熱热。大苦大寒[7]。 

《本經逢原》：防己辛寒純陰，主下焦血分之病，性劣不純，善走不行，

長于除濕。以辛能走散，兼之氣悍，故主風寒温瘧，熱氣諸病，除邪，

利大小便，此《本經》主治也。…如飲食勞倦，陰虚内热，以防己泄大

便，則重亡其血，其不可用一也；大渴引飲，及久病津液不行，上焦濕

熱等證，防己乃下焦血藥，其不可用二也；外感邪傳肺經，氣分濕熱，

而小便黄赤，此上焦氣病，其不可用三也。大抵上焦濕熱，皆不可用，

即下焦濕熱，又當審其二便不通利者，方可用之[16]。 

 

3. 細辛 

《神農本草經》：味辛，温。主治咳逆。頭痛，腦動，百節拘攣，風濕

痹痛，死肌[12]。 

《名醫别錄》：無毒。主温中，下氣，破痰，利水道，開胸中，除喉痹，

齆鼻，風癇癫疾，下乳結，汗不出，血不行，安五臟，益肝膽，通精氣 

[15]。 

《本草綱目》：治口舌生瘡，大便燥結，起目中倒睫。…。辛温能散，

故諸風寒、風濕頭痛、痰飲、胸中滞氣、驚癇者宜用之[17]。 
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《本草備要》：宣，散風濕，補肝，潤腎。辛温散風邪，故諸風痹痛，

咳嗽上氣，頭痛脊强者宜之。專治少陰頭痛，獨活為使。辛散浮熱，故

口瘡喉痹……。然味厚性烈，不可過用。不可過一錢，多則氣不通，悶

絕而死[7]。 

 

4. 馬兜鈴 

《本草品彙精要》：馬兜鈴主肺熱，咳嗽痰結，喘促，血痔瘻瘡[18]。 

《本草備要》：瀉肺下氣。體輕而虚，熟則四開象肺，故入肺。寒能清

肺熱，苦辛能降肺氣。時珍曰：錢乙補肺阿膠湯用之，非取其補肺，取

其清熱降氣，則肺自安也。其中阿膠、糯米乃補肺之正藥[7]。 

《本經逢原》：諸藥之性輕浮者，皆能入肺散氣，燈心、馬勃之屬皆然。

諸家言其性寒，專于劫痰定喘，不知其苦中带辛，寒中带散，是以肺熱

痰喘，聲音不清者宜之。錢氏補肺阿膠散用之，取其清熱降氣，邪去则

肺安矣。性善湧泄，故《纂要》治蛇蠱毒，一味濃煎，服之探吐，其毒

即解。嬰兒麻疹内陷，喘滿聲喑者，宜加用之。若肺冷金寒，喘嗽失音

者禁用[16] 。 

 

5. 青木香 

《本草品彙精要》：青木香主婦人血氣刺心，痛不可忍，九種心痛，積
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年冷氣，痃癖癥塊脹痛，逐諸壅氣上衝煩悶，霍亂吐瀉，心腹柺刺[18] 。 

《本經逢原》：青木香即馬兜鈴根。青木香苦寒香細，入足少陰，善降

陰氣上逆，故治風濕葳蕤湯用之，並治癰腫痰結氣凝諸痛。《唐本》治

熱腫蛇毒，水磨敷之。《肘後》治蠱毒，酒水和煎服之，毒從小便出。

昔人言多服令人吐利，肺寒咳嗽，寒痰作喘，胃虛畏食人勿服，以其辛

香走竄也
[16]

。 

 

6. 天仙藤 

《本草綱目》：流氣活血，治心腹痛[13]。 

《本草求真》：天仙藤，觀書所論主治，止屬妊娠子腫及腹痛風癆等症，

而于他症則未及焉。即其所治之理，亦不過因味苦主于疏泄，性温得以

通活，故能活血通道，而使水無不利，風無不除，血無不活，痛與腫均

無不治故也
[19]

。 

《本草備要》：治風勞腹痛，妊娠水腫。[7] 

 

    以上是有關馬兜鈴科中藥及木通的典籍摘述，根據其記載，大部分

的馬兜鈴科中藥多具有相當於現代藥理的去水腫、止痛作用。從古代典

籍記載中，可以發現除了對藥物的療效敘述，還指出了一些禁忌狀況及

用藥劑量限制(例如防己、細辛)，足見古人在藥物使用上有其縝密的體
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察及經驗傳承的價值。 

 

貳、臨床應用及藥理研究 

1. 木通及關木通的誤用沿革及關木通的減毒研究 

木通作為臨床藥物已有上千年歷史，在《神農本草經》中已有記錄，

但不是以木通為名，而是以通草之名來記載[12]，根據考證，在《唐本草》

以前稱木通為通草[14]，至《藥性論》才有木通之名，但至明代《本草品

匯精要》才清楚正名木通，在通脫木條以＂通草＂為名，在木通條以＂

木通＂為正名[20-21]，《本草綱目》言：「有細細孔，兩者皆通，故名通

草，即今所謂木通也，今之通草，乃古之通脫木也[13]。」《本草備要》

也在木通條下註明：「古名通草，輕通行水，瀉小腸火」[7]。謝宗方對此

進行本草考證，認為在宋朝以前的木通是指木通科五葉木通(Akebia 

quinata (Thunb.) Decne.)[14] ，而宋《證類本草》所記載的木通除了木通

科木通外，還有毛茛科(Ranunculaceae)鐵線蓮屬(Clematis L.)的植物，清

《植物名時圖考》則記載鐵線蓮屬 (Clematis L.)的幾種木通[6]。歷代本

草皆未出現過關木通的名稱，直到《東北藥用植物志》才有記載[21]，關

木通以其來自關東地區而名之，為東北地區用藥，清代逐漸傳至關內，

至 1954 年任紅安調查發現當時木通商品主要來源為東北馬兜鈴

Aristolochia manshuriensis Kom.，於 1963 年被收錄《中國藥典》，自此
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開始關木通的合法使用[6]。1963 年《中國藥典》並同時收錄了木通科木

通屬五葉木通(Akebia quinata (Thunb.) 、毛茛科鐵線蓮屬川木通，但因

木通科木通藥源短缺，以後各版藥典僅收錄關木通及川木通[21]，直至

2000 年版再將木通科木通重新收錄。在 20 世紀 50 至 70 年代大陸市場

上木通的來源主要為馬兜鈴 Aristolochia屬關木通，木通科木通極少，

僅能在江浙產地自產自銷，而關木通在東北地區因產量大且價格便宜，

故能發展推銷至全中國大陸，甚至出口[21]。1990 年版《中國藥典》所收

載龍膽瀉肝湯中，將原方木通改為關木通，隨之相關文獻、教材也多將

木通改為關木通，關木通便代替了傳統的木通藥材[22]而被使用。 

關木通為馬兜鈴科 (Aristolochiaceae) 木通馬兜鈴屬 (Aristolochia 

manshuriensis Kom.) 植物，於 2000 年版《中華人民共和國藥典》及 2002

年增補版與川木通，即毛茛科小木通  (Clematis armandii)或繡球藤

(Clematis montana Buch ham) 、木通科五葉木通(Akebia quinata (Thunb.) 

Decne.) 、三葉木通(A. rifoliate (Thunb.) `Koidz.)或白木通(A. rifoliate  

(Thunb.) Koidz. Var. australis (Diels) Rehd.) 共同被收載記錄。但因關木通

迭有不良反應的報導，中國大陸國家食品監督管理局於 2003 年 4 月取

消了關木通用藥標準[22]，而於 2005 年版《中華人民共和國藥典》將關

木通刪除藥用，只收載川木通和木通[6] ，自此關木通被禁止使用。 

木通來源複雜，一般認為木通科木通性味微辛苦平、無毒，歸心包、
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肺、小腸、膀胱經等，臨床用來一切實邪所致的經脈不通，有通心清肺、

宣通氣血的功效。毛茛科川木通性味淡、微苦寒、有小毒，歸心、肺、

小腸、膀胱經，臨床適用於溼熱瘀血所致的經脈不通等證。關木通性味

苦寒，歸心、小腸、膀胱經，臨床用來降火利水、通乳，可以治療口舌

生瘡、失眠、小便澀痛、乳汁稀少等[21]。常用含木通的方劑有八正散、

疏鑿飲子、龍膽瀉肝湯、八味帶下方、甘露消毒丹、消風散、辛夷散、

當歸四逆湯、過期飲、橘核丸等。由於關木通近數十年代替木通大量使

用，在 1964 年開始有病例的報告[23]，之後陸續有報導例如因用來下乳

而導致腎衰的情形等，但未受到太大的注意，直到比利時腎病變事件發

生後，關木通的毒副作用才受到關注研究。 

首先被關注的是，為何在比利時產生的腎病變比率那麼高? 根據統

計研究，在比利時因服用含馬兜鈴酸之減肥藥約有 3-5%比例的患者產

生腎病變，其中七成需要進行透析治療或腎移殖[9, 24]，除了藥物的累積

攝取量較大以致於容易造成腎病變外，藥物的服用劑型、方式，及傳統

中藥的炮製、配伍使用可能有減毒增效的作用，值得我們進一步探究。 

在服用劑型方面，在臺灣多使用科學中藥或水煎飲片，科學中藥的

製程也是通過水煎萃取而成，而比利時的減肥中草藥是直接藥物磨成粗

粉，因此食入的馬兜鈴酸含量就有很大的差異。中國大陸曾有用關木通

來探討不同入藥形式對中藥有毒成份含量的影響，經比較水煎液、水煎
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後 70%甲醇提取、和 70%甲醇提取三者馬兜鈴酸的含量後，發現水煎液

提取的馬兜鈴酸I含量並不高，約為 70%甲醇提取的一半，53.4%(水煎/

醇提)而已[25]。另有研究鑑定兩種易混中藥，白英 (Herba Solani Lyrati)

和尋骨風 (Herba Aristolochiae Mollissimae)，這兩種中藥為不同科的植

物，然而外觀相似，因此容易被誤用；白英不具有毒性，然而尋骨風內

含致腎病變物質馬兜鈴酸，研究者利用 liquid chromatography-mass 

spectrometry(LC/MS) 分析白英和尋骨風裡含的馬兜鈴酸I成分時，發現

使用水和甲醇兩種不同萃取方法，甲醇(279.25 µg/g,)所萃出的馬兜鈴酸I

含量遠遠超過於水(103.88 µg/g)萃出的含量，且只有在尋骨風內發現馬

兜鈴酸I的存在，白英並未發含馬兜鈴酸I的存在[26]。另有兩項有關細辛

的研究，皆探討細辛不同部位馬兜鈴酸的含量，並且比較水萃取與醇萃

取的差異，結果皆發現水萃取的確能減少馬兜鈴酸I的含量；且在根部的

部份，水萃取的馬兜鈴酸I含量與醇萃取的馬兜鈴酸I含量相比分別為

0.08µg/g vs 0.32 µg/g[27]及 0.33 µg/g vs 1.23 µg/g[28]。足見藥物的攝取途

徑，水煎、醇萃取及直接磨粉服用，其毒性(或有效)成分的攝取量有很

大的差異。 

另外，傳統中醫藥為了減少藥物的毒性，而有炮製減毒及方劑藥物

配伍的方法。在中藥炮製方面，有研究對關木通去除馬兜鈴酸I的炮製方

法進行研究[29-30] ，發現究炮製後的關木通製品，對腎臟的毒性明顯低
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於同等劑量的關木通生品，炮製品可以達到減毒的目的。除此之外，也

發現利用鹼製法後再醋製能夠達到降解毒性的作用，可以將馬兜鈴酸

A(即馬兜鈴酸I)的含量降到 0.35-0.60 mg/g，還發現馬兜鈴酸有部分是以

鹽的形式存在藥材中，同時炮製過程中溫度對去除毒性成分率影響比較

大[31]。另外有研究同樣證實關木通的炮製品可以達到減毒的目的；盧歡

等人曾以高效液相色譜法(HPLC)檢測關木通藥材及其炮製品中馬兜鈴

酸A的含量變化，以清煮法、甘草汁煮、及小蘇打水煮這 3 種方法，發

現這三種方法皆能夠降低馬兜鈴酸A的含量變化，且以小蘇打水煮後的

泡製品降低馬兜鈴酸A的含量最高[32] ；另有研究以以同樣的檢測法觀察

關木通藥材及其炮制品中馬兜鈴酸A的含量變化，結果得知炒焦、滑石

粉炒、麩炒 3 種炮制品中的馬兜鈴酸A含量均較生品有所降低，并且滑

石粉炒後的炮制品降低率最高，這 3 種炮制法皆能降低關木通中馬兜鈴

酸A的含量，進而達到了降低毒性的目的[33]。 

在配伍方面，傳統中醫利用中藥有相畏、相殺的情形，即是以一種

藥物與另一種藥物共同作用後，透過交互作用來達到減輕或消除此一藥

物的毒性或副作用，此即是所謂的配伍減毒作用。在 2002 年，本所蘇

奕彰博士指導的研究生就透過關木通與生甘草的配伍，來探討生甘草對

關木通所誘發的急性腎毒性是否有保護作用，結果證實生甘草可以減輕

關木通對大白鼠的急性腎臟傷害以及胃部傷害。另外，有研究比較關木
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通配伍不同滋陰養血中藥(當歸、生地、玄參、麥冬)後，馬兜鈴酸A的變

化趨勢，發現與關木通組相比，各配伍組馬兜鈴酸A含量均有降低；其

中配伍當歸組，以 3：1 比例配伍馬兜鈴酸A含量最低[34]。因此研究者認

為在方劑配伍理論指導下，通過合理配伍降低關木通的毒性是可行的。

另有研究對導赤散的傳統複方配伍及拆方煎煮的藥液與單味關木通煎

煮的藥液中馬兜鈴酸A溶出量近行測定，結果發現複方導赤散藥液中馬

兜鈴酸A溶出量明顯低於單味關木通藥液達 41%，而淡竹葉與關木通配

伍的馬兜鈴酸A溶出量最低，較單味關木通藥液溶出量減少 62%[35] 。另

外，另有小薊飲子的拆方配伍研究，其中對君(生地) 、臣(小薊、藕節、

蒲黃)、佐(滑石、淡竹葉、山梔、當歸)、使(炙甘草)與關木通配伍的

煎液進行馬兜鈴酸A含量測定，發現君藥、臣藥與關木通配伍的馬兜鈴

酸A含量明顯少於單獨關木通組[36]，足見通過藥物配伍可以達到減毒的

功效。另外，尚有研究如滋陰補腎丸[37]、腦靈片[34]與關木通共煎後使用

HPLC法測定馬兜鈴酸A含量，皆發現可以顯著降低關木通中馬兜鈴酸A

的含量，進而達到減毒的目的。 

2.防己 

防己在臨床上的使用有防己科粉防己(又稱漢防己)或馬兜鈴科

(Aristolochiaceae)廣防己(又稱木防己)，性味大苦辛寒，歸膀胱、腎、脾

經。可用於治療水腫、腹腫、腳氣、風濕痺痛等，能袪風濕、止關節疼
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痛、瀉下焦血分溼熱。一般來說，粉防己及廣防己皆具利尿效果，但粉

防己怯濕利水的效果優於廣防己；而廣防己怯風通絡、止關節疼痛的效

果優於粉防己
[38]
，所以若著重於利尿消腫的療效會使用粉防己，若要加

強去風濕止痛的效果會使用廣防己。比利時減肥藥事件就是原本處方欲

用粉防己來加強利尿減重的效果，但因誤用馬兜鈴科的廣防己，以致於

發生後續的馬兜鈴酸腎病變。防己在中醫臨床上常放在方劑內使用，常

用含防己的方劑有防己黃耆湯、防己茯苓湯、防己加茯苓芒硝湯、己椒

瀝黃湯、三物防己湯等。 

另有研究利用以生地與廣防己進行減毒作用最佳配伍比例之探

討，發現加入不同比例的生地後，廣防己中的馬兜鈴酸A含量均有降低

現象，且以廣防己：生地=2：1 的比例最為明顯
[39]

。 

3.細辛 

細辛為馬兜鈴科(Aristolochiaceae) 細辛屬(Asarum) 植物，2005 年

版《中華人民共和國藥典》收載細辛正品為馬兜鈴科植物北細辛Asarum 

heterotropoides Fr. Var. mandshuricum  (Maxim.) Kitag.，漢城細辛 

Asarum sieboldii Miq. var. seoulense Nakai (此二者又名遼細辛)或華細辛

Asarum sieboldii Miq. 的干燥根及根莖，在上述細辛中，以北細辛(Asarum 

heterotropoides)在臺灣的使用量最多[40]。細辛味辛，性温，有祛風散寒，

止痛通竅，溫肺化飲，止咳平喘，通利血脉的功效。中醫臨床用於治療
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風寒感冒，咳逆上氣，痰飲咳喘，關節疼痛，頭痛，牙痛等。 

在細辛的現代藥理研究方面，有研究發現細辛等可以有效的減少脂

質的過氧化作用，另外也能提高超氧歧化酶SOD (Superoxide Dismutase)

的活性，增強身體清除自由基的能力，減少自由基對身體的傷害
[41]
。日

本的研究則發現細辛的萃取物有抗膚過敏的作用
[42]
。另外有研究證明細

辛可增強體外培養乳鼠心肌細胞的搏動頻率，但對心肌細胞的搏動振幅

無明顯變化，提示了細辛對心肌細胞的作用主要是增加心率，這提供了

臨床應用細辛治療慢性心律失常的佐證。除此之外，還發現細辛對缺糖

缺氧性損傷心肌細胞釋放到培養液中的乳酸脫氫酵素LDH (Lactic 

dehydrogenase)減少，提示細辛對缺糖缺氧性損傷心肌細胞的細胞膜有直

接的保護作用
[43]

。 

在臨床上，細辛的用量及使用部位素有争議。《傷寒論》與《金匮

要略》細辛用量約相當於于現代的3～10 g，明代李時珍《本草綱目》認

為：”不可過一錢，多则氣悶塞，不通者死”。大陸醫家根據古今醫者的

臨床經驗與現代藥理研究，認為“細辛不可過錢(3g) ”應有三個條件:一是

使用單味藥物；二是使用散劑劑型；三是使用根部；如果是使用細辛的

全草並加入複方湯劑中，則不必受“細辛不過錢”的限制[44]。而使用部

位，《本草備要》主張：「細辛產華陰者真，揀去雙葉者用」，《雷公

炮炙論》：「使細辛切去頭子，以流水浸一宿，至明漉出，曝乾用，需
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揀去雙葉者，服之害人」。大陸《中國藥典》中細辛使用部位則為乾燥

全草。在臺灣，有研究 [40]使用液相層析大氣壓化學電離串聯質譜儀

（LC/(+)APCI/MS/MS）分析九種細辛的馬兜鈴酸I含量，發現有3.3 ng/mg 

(Asarum sieboldii)到 3376.9 ng/mg (Asarum crispulatum)的差距，當中最

常用的北細辛(Asarum heterotropoides) 馬兜鈴酸I含量為42.2 ng/mg，約

為廣防己馬兜鈴酸含量的1/40到1/100。另外於2003年藥物食品檢驗局的

調查研究年報中[45]，分別對細辛的根與根莖醇萃取液、葉之醇萃取液進

行薄層色層分析(TLC)，結果發現兩者均沒有檢出馬兜鈴酸（最低檢出

量為0.2μg/ml），不過仍然建議依據文獻記載使用部位為根與根莖。衛

生署則於2004年2月27 日(署授藥字第0930000756號)公布細辛藥用部位

由全草改用根部，製程以水煎煮方式製造；成品則依廠內既定之HPLC

檢驗方法檢驗馬兜鈴酸含量合格後始得販售。 

在中醫健保處方藥及方劑中，包含細辛單味藥，及內含細辛之複方

如：獨活寄生湯、川芎茶調散、辛夷散、九味羌活湯、三痺湯、大秦艽

湯、小青龍湯、再造散、苓甘薑味辛夏湯、射干麻黃湯、烏梅丸、當歸

四逆湯、麻黃附子細辛湯、當歸四逆加吳茱萸湯等共 14 種方劑。根據

1997 至 2001 年全民健保中醫門診使用馬兜鈴酸相關方劑處方狀況的研

究[46]，發現在細辛、廣防己、木香，關木通、馬兜鈴、天仙藤等六類可

能含馬兜鈴酸的六類方劑中，以細辛類的使用率最高，且以 15 歲以下
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患者使用最多。有研究使用回溯追蹤法(retrospective follow-up study)研

究六年(1997 至 2002 年) 計二十萬例健保病例使用中藥分析，發現細辛

累積劑量甚至到 200 克以上仍沒有造成慢性腎病(chronic kidney disease, 

CKD)的風險[47]。 

4.馬兜鈴 

馬兜鈴性味苦、微辛、寒，為北馬兜鈴的果實，臨床可用來清肺止

咳、降氣平喘，屬鎮咳袪痰藥，臨床上常用含馬兜鈴的方劑有補肺阿膠

散，功能滋陰補肺、寧嗽止血。 

5.天仙藤 

天仙藤為馬兜鈴的莖部，性味苦溫，有活血通絡，化濕消腫的功效，

臨床上用於脘腹脹痛，妊娠水腫，皮膚癰腫、蛇蟲咬傷等。有研究以天

仙藤湯劑治療特發性水腫 12 例，觀察用藥前後血漿腎素(plasma renin 

activity)、血管緊張素Ⅱ(angiotension II)的變化。於使用天仙藤散劑治療

2 週後，發現血漿腎素、血管緊張素Ⅱ均有顯著的降低現象，且追蹤 3-6

個月，發現有 10 例病患水腫消失[48]。除此之外，也有病例報導使用天

仙藤治療卵巢囊腫 2 例，效果佳且未再復發[49]。 

6.青木香 

青木香性味苦、微辛、寒，為科植物馬兜鈴及北馬兜鈴的根部，歸

肝、胃經。功能順氣止痛，解毒消食，臨床可用於氣滯胸脅、脘腹脹痛，
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腸炎、消化不良、蛇咬、癰腫、皮膚濕爛等。有實驗使用青木香(Aristolochia 

debilis)萃取物進行初步臨床試驗，證明青木香萃取物具有增強淋巴細胞

吞噬功能、增強機體免疫功能的作用[50]。 

其它馬兜鈴科馬兜鈴屬植物如綿毛馬兜鈴，藥材名為尋骨風，為全

草入藥，可祛風濕通經絡、治療筋骨疼痛等病。有實驗證明綿毛馬兜鈴

油對蛋白性、甲醛性關節腫和二甲苯引起的小鼠耳殼發炎症狀和棉球肉

芽組織增生均有抑制作用，因此推論綿毛馬兜鈴油具有抗發炎的功效

[51]。除此之外，從馬兜鈴屬植物尋骨風(Aristolochia mollisstma Hance)

的莖葉中分離的10種結晶性成份，經動物試驗發現馬兜鈴酸A具有明顯

的抗早孕作用[52]。還有，從尋骨風中萃取的馬兜鈴酸A對小鼠具有顯著

的抗著床和抗早孕活性，羊膜囊注射此藥可終止犬和大鼠的中期妊娠

[53]。 

 

第二節 馬兜鈴酸 

壹、藥理研究 

馬兜鈴酸(aristolochic acid)是馬兜鈴科植物中所含的主要活性成

分，最早於1943年在Aristolochia clematitis中發現[54]。以往的文獻指出，

馬兜鈴酸在很多生物實驗系統中，被發現可以抵禦感染和發炎，包括人

類在內。例如AA-I可以抑制細菌(E. coli, Ps. Aeruginosa, S. faecalis, S. 
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aureus, and S. epidermides)的生長[4] ；持續3-10天給予健康受試者馬兜鈴

酸(0.9 mg/day)的雙盲試驗中，結果顯示馬兜鈴酸會提高周邊白血球細胞

的吞噬作用[55]。另外還有許多研究證實馬兜鈴酸有抗發炎的作用，而此

作用與抑制phospholipase A2 (PLA2)有關：Vishwanath發現肌肉注射或腹

腔注射Vipera russelli蛇毒的PLA2 所引起小鼠腳掌水腫，可被馬兜鈴酸所

抑制[56]；Marshll同樣發現馬兜鈴酸可以抑制蛇毒PLA2引起的小鼠腳掌水

腫[57]；Vishwanath將純化自人類關節滑液(human synovial fluid，HSF)的 

calcium-dependent neutral active phospholipase A2 注射於小鼠腳掌誘發

水腫後，若把馬兜鈴酸與HSF-PLA2 混合注射小鼠腳掌，同樣發現水腫

會被馬兜鈴酸抑制且呈劑量反應關係[58]。而在體外試驗中，馬兜鈴酸亦

被證實可以抑制多種來源的PLA2 (HSF、N. naja、porcine pancreas、human 

platelet)引起的磷脂質水解作用；Rosenthal亦同樣發現馬兜鈴酸可以抑制

由人類中性白血球而來的calcium-dependent neutral active phospholipase 

A2 活性[59]。Lindahl 發現Group I及 Group II PLA2 存在敗血性休克的病

人血清中，而馬兜鈴酸與indomethacin 對Group II PLA2的抑制效果3-4

倍於對Group I PLA2
[60]。在不同發炎模式當中，皆發現馬兜鈴酸有抗發

炎的功效[57-61]，因而促進內含馬兜鈴酸的藥物使用，含馬兜鈴酸的配方

用來治療關節炎、風濕病、痛風和慢性皮膚發炎疾病[62-63]曾經盛行於

1960年代的德國。 
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馬兜鈴酸除了有抗感染和抗發炎的藥理作用外，其止痛作用也可能

與抑制phospholipase A2 有關。Denson研究phospholipase A2 在全身麻醉

所扮演的可能角色，發現全身麻醉劑在臨床使用劑量下，會抑制

calcium-activated potassium channels (“big” K+ or BK channels)，而此作用

是藉由破壞phospholipase A2－arachidonic acid 的訊息傳遞系統來達

成，馬兜鈴酸I (250 μM)會抑制BK channels 達47%[64]。另外，還有有研

究顯示馬兜鈴酸可以阻礙雙氧水誘導的血小板聚集，而馬兜鈴酸也可以

經由抑制arachidonic acid訊息傳遞路徑來降低羥自由基誘導的血小板活

化[65-66]。 

 

貳、毒理研究 

1. 馬兜鈴酸腎病變 

1.1 馬兜鈴酸與中草藥腎病變的緣由 

    1992年比利時Vanherweghem[67] 等人，發現兩名婦女發生快速進行

性腎間質纖維化(rapidly progressive interstitial renal fibrosis)且近乎末期

腎衰竭的情形，另外還有7名婦女曾服用同一家減肥診所藥物，也分別

在1991年及1992年進行腎臟透析治療，此9人當中的8人曾經接受腎臟病

理切片，病理檢查皆顯示廣泛的間質纖維化而無腎絲球病灶(extensive 

interstitial fibrosis without glomerular lesion) ，這些患者不是立即開始透
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析治療，就是在3個月內腎功能急速惡化。於是Vanherweghem等人進行

流行病學調查，發現在此一減肥診所在過去15年從未發生問題，直至

1990年5月更換處方加入含有二味中藥：粉防己(Stephania tetrandra) 和

厚朴(Magnolia officinalis) 的處方籤後，於1992年6月隨機抽樣25名從

1990年開始服用新處方籤至少3個月的患者，結果有3位患者腎功能有減

退的情形，在排除已知毒物的可能影響因素後，Vanherweghem等人在

1993年發表論文指出這些病例的腎間質纖維化與可能與中草藥有關，隨

後 於 1994 年  Vanhaelen[68] 等 人 以 薄 層 色 層 分 析 法 (thin-layer 

chromatography，TLC)檢查比利時進口 12批所謂粉防己 (Stephania 

tetrandra)的中藥材，發現其中11批誤用廣防己(Aristolochia fangchi)的情

形，而廣防己因與使用中草藥有關，隨後遂有學者將此病變命名為中草

藥腎病變(Chinese herb nephropathy, CHN)。之後1996年Schmeiser 和

2000年 Nortier [69-70]在患者的病理腎臟組織標本中偵測得較高量的馬兜

鈴酸與去氧核糖核酸(DNA)共價鍵結物，認為可能與馬兜鈴酸致突變與

致癌作用有相關，進一步確認處方中含馬兜鈴酸之中草藥可能是導致中

草藥腎病變的主要原因，於是將之正名為馬兜鈴酸腎病變（Aristolochic 

Acid Nephropathy，AAN）並被定義為此類腎病之名稱。 

自 1993 年Vanherwegherm 等提出有關中草藥腎病變的報導後，陸

續有相同或相似的病例被提出與研究：例如英國 2 例[71-72]，日本 2 例[73]，
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台灣 19 例[74-75]等，由於馬兜鈴酸是引起中草藥腎病變的主因，因而含

馬兜鈴酸的馬兜鈴科植物被聯合國所屬國際癌症研究署(IARC)認定為

已知的人類致癌物，因此各國政府開始管制含馬兜鈴酸中藥的使用與進

口。我國衛生署亦於 2003 年 11 月 4 日公布禁用五種含馬兜鈴酸的藥材

(廣防己、青木香、關木通、馬兜鈴、天仙藤)。 

馬兜鈴酸為馬兜鈴屬植物的主要成分，其基本化學結構為

3,4-methylenedioxy-10-nitro-phenanthrenic-1-acid，如圖2.1所示；其中馬

兜鈴酸I是最主要的活性成分，馬兜鈴酸II次之。 

 

COOH

O

O COOH

NO2 NO2

H  OCH3       

圖 2.1 馬兜鈴酸 I (左圖)與馬兜鈴酸 II (右圖)的化學結構式 

 

1.2 馬兜鈴酸腎病變（AAN） 

    在比利時發現標示為粉防己的中藥被廣防己替代誤用[68] ，因而造成

所謂的中草藥腎病變，即現在確認的馬兜鈴酸腎病變。在比利時布魯塞
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爾的馬兜鈴酸腎病變的病人剛開始血壓正常、早期有嚴重貧血現象，並

有噁心、嘔吐、腹痛、頻尿、少尿或血尿等症狀；尿液檢查呈現 beta 

2-microglobulin、cystain C、Clara cell protein、retinal-binding protein、alpha 

1-microglobulin五種低分子量蛋白(low molecular weight protein, LMWP)

增加[76]及neutral endopeptidase (NEP)減少[77]，伴有紅血球、白血球增加，

血中尿素氮(blood urine nitrogen) 、肌酸酐(creatinine)上升，最後演變成

快速進行性腎間質纖維化，這變化可以在幾個月到兩年之間發生[78]。在

其他地區則有因服用含馬兜鈴酸而導致腎小管壞死(tubular necrosis)以

致呈現Fanconi 症候群或急性腎衰竭[79-81]。中國大陸的病例因使用含馬

兜鈴酸的中藥(關木通、廣防己)單次劑量、累積劑量不同，而有較多元

的臨床表現[82]，若是在短期(甚至一次)大量服用含馬兜鈴酸中藥，則呈

現急性馬兜鈴酸腎病變，可見到急性腎小管壞死，接著發展成急性腎衰

竭。患者若是持續或間斷小量服用含馬兜鈴酸藥物後出現症狀，則呈現

慢性馬兜鈴酸腎病變，可見到慢性腎小管間質腎炎，進展到慢性腎衰竭

或快速進行性腎間質纖維化，臨床表現為夜尿增多、尿量正常或增多，

水腫不明顯，早期出現嚴重且與腎功能不一致之貧血[83]。若是患者間斷

小量服含馬兜鈴酸藥物後數月出現症狀，則呈現腎小管功能障礙，而出

現腎小管酸中毒和(或)Fanconi 症候群。 

另有一項研究從馬兜鈴酸造成的Fanconic syndrome 的患者尿液分
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析中發現，尿中的脯氨酸(proline)升高，而甘氨酸(glycine)數值正常，因

腎臟近端腎小管刷狀緣的低親和性運輸系統 (low-affinity transport 

system)及高親和性運輸系統(high-affinity transport system)共同分泌脯氨

酸，而高親和性運輸系統分泌甘氨酸，因而推測馬兜鈴酸可能主要作用

於腎臟近端腎小管刷狀緣的低親和性運輸系統[81]。 

馬兜鈴酸腎病變的主要病理特徵為在腎臟皮質淺層有廣泛性寡細

胞腎間質纖維化(extensive hypocellular interstitial fibrosis)，伴隨著腎小管

壞死及萎縮(tubular atrophy) ，腎絲球相對較完整，但多見到微血管塌

陷、基底膜出現皺摺及鮑氏囊(Bowman’s capsule)變厚的情形；因內皮細

胞水腫，使得腎小葉間動脈及入球小動脈壁變厚，故Depierreux等人推

測馬兜鈴酸造成的病理變化是血管壁為最初病灶，接著形成缺血及腎間

質纖維化，破壞部位由皮質部近端腎小管逐漸延伸至遠端腎小管，最後

導致腎絲球硬化(global glomerular sclerosis)而造成腎衰竭[84]。 

 

1.3 馬兜鈴酸與泌尿道上皮細胞癌 

在臨床上，馬兜鈴酸腎病變多有併發泌尿系統上皮細胞癌的病例報

告[71-72, 85-86]。在1994年Cosyns最先提出報告三名中草藥腎病變患者在接

受腎移植手術時，在他們同時切除腎臟及輸尿管的標本裡發現有泌尿道

上皮細胞不典型分化的情形，其中一人手術後其殘餘的輸尿管很快就有
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移形細胞癌（Transitional cell carcinoma, TCC）發生[87]。Schmeiser等人

從中草藥腎病變患者的腎摘除標本發現馬兜鈴酸代謝物的DNA鍵結物 

(adducts)，這種馬兜鈴酸DNA鍵結物代表馬兜鈴酸暴露的特殊標記，而

且與馬兜鈴酸的致突變性和致癌作用有關[88]。1999年，Cosyns等人進一

步發現在10名中草藥腎病變患者的19個腎摘除標本裡，全部都有泌尿上

皮細胞不典型分化的現象，其中4人有移形細胞癌；另外還發現這些病

例的不典型分化泌尿道上皮細胞都有p53過度表現的情形[86]。p53是一種

腫瘤抑制基因，根據統計人類腫瘤超過50%都與p53的突變有關[89]，上

述觀察顯示中草藥腎病變患者的泌尿系統癌症與p53突變有關。接著於

2000年，有研究統計分析曾經服用比利時布魯塞爾診所減肥藥物的105

位病患的後續追蹤，其中共有43位需要接受透析治療或腎臟移植，而其

中共有39位患者曾經接受病理組織學檢查，其中18位病患（46.1%）有

泌尿道上皮細胞癌（urothelial carcinoma），19位病患（48.7%）的泌尿

道上皮細胞呈現輕中度的分化變異（dysplasia），僅有兩位患者呈現正

常組織細胞[70]。 

除了比利時的研究報告，回顧國人罹患疑似馬兜鈴酸腎病變合併泌

尿道癌的文獻報告，其中新光醫院收集了20位病例(1994至1998年) ，國

泰醫院收集了12位病例(1995至1998年)，此32為病例共有的特點為臨床

出現不知原因及快速進行的腎衰竭，但其用藥史中並沒有能得到他們服
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用具有腎毒性藥物的資訊。這些患者的病理切片檢查特徵呈現腎小管上

皮萎縮及間質性纖維化，但腎絲球尚完整，類似中草藥腎病變的病理組

織變化，而這32人中有二人在幾年後發展出膀胱癌[74-75]。臺北馬偕醫院

則有一病例報告為懷疑因服用含馬兜鈴酸 (AA-I 7 μg/g)的中藥二個月

而導致近端腎小管病變 (Fanconi’s syndrome)及低血鉀症[90]。台中榮總發

現有一10歲男孩因服用含馬兜鈴酸的中藥而導致嚴重貧血、Fanconi‘s 

syndrome及進行性腎衰竭[91]。有臨床研究也提出，比利時馬兜鈴酸腎病

變的病人持續食入馬兜鈴屬藥物(>200克)為罹患膀胱癌的顯著危險因子

[70, 87]。 

 

2. 馬兜鈴酸之毒性作用 

馬兜鈴酸於 1982 年被報導對Salmonella typhimurium可以直接誘發

突變[92] 。1983 年起Mengs陸續發表馬兜鈴酸對大鼠、小鼠具有致癌性，

可誘發胃癌(adenocarcinomas)、淋巴癌(malignant lymphomas)、腎臟癌

(aednomas)、肺癌(alveologenic carcinomas)，並且對腎臟的損害存在著劑

量反應關係[93-95]。在 1991 年，Schmeiser 等人以馬兜鈴酸誘導小鼠及大

鼠產生腫瘤，然後觀察這些腫瘤組織與鄰近正常組織的基因變化。結果

發現這些腫瘤組織的c-Ha-ras codon 61 被馬兜鈴酸鍵結，並產生AT→TA 

transversion突變，進而引發癌症，但這些鄰近正常組織則無這樣的突變。
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正常情況下，DNA複製時adenine會優先dTMP形成氫鍵鍵結，而guanine

優先和和dCMP形成氫鍵鍵結。Broschard等人發現，被馬兜鈴酸結合的

adenine位置可以和dAMP及dTMP機會平均地鍵結，而被鍵結的guanine

位置則如常地先和dCMP結合，所以馬兜鈴酸會誘發較高機率的AT TA 

transversion點突變 [96]。1995 年Broschard等人進一步發現dA-AA-I, 

dG-AA-I and dA-AA-II會嚴重影響DNA的複製，而AA-adenine鍵結物比

AA-guanine鍵結物具有更高的致突變性[97]。馬兜鈴酸的致突變性研究在

λ/lac Z 基因轉植鼠(MutaTM  Mouse)同樣獲得證實，Kohara等人以每日每

公斤 15 亳克馬兜鈴酸的劑量，一週一次經胃管餵食λ/lac Z 基因轉植

鼠，共餵食四周。然後觀察轉植基因lac Z基因和cⅡ基因的在十個器官

的突變率(mutant frequency, MF)，結果發現在標靶器官前胃、腎臟和膀

胱的突變率顯著高於控制組，進一步分析標靶器官在cⅡ基因序列的變

化，發現AT TA transversion的突變率增加[98]。 

馬兜鈴酸的致癌作用，被認為是和DNA形成鍵結物相關，Schmeiser

等人於1988年利用放射性同位素32P後標定方法（32P-postlabelling assay）

在體外(in vitro)及動物(Wistar rats)體內測得AA-DNA鍵結物[99]，接著用

同樣的方法在Sprague-Dawley rats的前胃亦測得AA-DNA鍵結物[100]。馬

兜鈴酸會和DNA鍵結，deoxyadenosine是主要被修飾的地方，其次是

deoxyguanine。在比利時的馬兜鈴酸腎病變病人的腎臟組織可被偵測到
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AA-DNA鍵結物[88, 101]，Schmeiser等人利用放射性同位素32P後標定方法

測定5位兜鈴酸腎病變病人及6位其它原因導致腎病的病人，結果發現

AA-DNA鍵結物(dA-AA-I adduct) 僅出現在這5位馬兜鈴酸腎病變病人

的腎臟組織裏[88]。Bieler 在兩位馬兜鈴酸腎病變病人的腎臟及泌尿道組

織測定並定量AA-DNA鍵結物，發現dA-AA-I adduct 的量遠比dG-AA-I 

adduct 及dA-AA-II adduct來的多，而此現象與大鼠單一口服AA-I所產生

的結果類似，因此推論馬兜鈴酸對動物的致癌及致突變作用機轉與馬兜

鈴酸腎病變病人對人類產生泌尿道癌機制類似[101]。 

馬兜鈴酸的活性代謝物可以激活原致癌基因ras 基因與抑制抑癌基

因p53基因[102-103] ，因此，研究馬兜鈴酸的代謝活性與研究DNA鍵結物

的形成關係十分重要。不管是在體外或是在體內實驗研究都指出，AA-I

和AA-II會在體內經酵素還原代謝成具有活性的中間產物(馬兜鈴酸醯胺

化合物 aristolactam)，其形成為一親電子的活性代謝物 aristolactam 

nitrenium ion 會與體內大分子反應，進而形成馬兜鈴酸-DNA鍵結物[69, 

99]。Schmeiser等人[99]首先在體外利用大鼠肝臟萃取物（S9）作為酵素系

統，來活化AA-I和AA-Ⅱ進而形成DNA鍵結物，S9內的還原酵素經由硝

基還原(nitroreduction)可以活化代謝馬兜鈴酸[104] ，證實nitroreduction為

馬兜鈴酸代謝活性的重要步驟。其團隊假設馬兜鈴酸代謝成

N-hydroxyaristolactam ，其可能進一步還原成 aristolactams 或通過
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Bamberger 重新排列（Bamberger rearrangement）而被重新排位成

7-hydroxyaristolactams[105] ，如圖2.2。之後的研究發現肝臟微粒體對於

馬兜鈴酸的活化代謝能力取決於cytochrome P450 (CYP) 1A1、CYP1A2

及NADPH:CYP還原酶[106-107] ，人類的腎臟的微粒體同樣地可以還原活

化馬兜鈴酸形成DNA 鍵結物[107-108] ，其中肝臟微粒體酵素CYP1A2及

腎臟的微粒體酵素NADPH:CYP還原酶對AA-I的還原活化力最強。另

外 ， NAD(P)H:quinone oxidoreductase (NQO1) 、 xanthine oxidase 

(XO)[109]、 DT-diaphorase、cytosolic nitroreductase、prostaglandin H synthase 

(PHS)[110]同樣可以還原活化AA，進而與DNA作用形成DNA鍵結物。 

許多關於馬兜鈴酸致突變性和致癌性在齧齒類的研究現已被作為

人類情況的模型。AA-DNA鍵結物是偵測馬兜鈴酸暴露很好的的生物指

標，同時DNA鍵結物在馬兜鈴酸腎病變的病人停藥幾年後仍可被測量到

[111]，在馬兜鈴酸腎病變的病人的腎臟和泌尿道組織，馬兜鈴酸三個專一

的鍵結物，其中最主要的是dA-AA-Ⅰ，次要的兩個是dG-AA-Ⅰ和

dA-AA-Ⅱ已被確認出來，而這些相同的DNA鍵結物也在大鼠暴露馬兜

鈴酸的組織中被偵測到[112]。p53是腫瘤抑制基因，在許多的腫瘤可以發

現p53基因的突變，超過50%的人類腫瘤都與p53基因突變相關[89]。 
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(Pfau W et al., Chem Res Toxicol. 1991; 4(5):581-6.) 

aristolactam nitrenium ion 

圖 2.2 馬兜鈴酸的可能活化機轉與 DNA 共價鍵結物 

 

Cosyns在AAN病患的泌尿道上皮細胞發現有不典型分化的情況，而且這

些泌尿道上皮細胞不典型分化都有P53 蛋白過度表現的情況，顯示p53

的突變可能和馬兜鈴酸腎病變病患的泌尿道上皮癌相關[86]。Arlt等人綜

合上述觀點，對馬兜鈴酸的致癌機轉提出了假說[85, 113]，如圖 2.3。 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pfau%20W%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Chem%20Res%20Toxicol.');
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  (Arlt VM et al., Mutagenesis. 2002 ; 17(4):265-77.) 

圖 2.3 馬兜鈴酸的可能致癌機轉 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Arlt%20VM%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mutagenesis.');
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2.1 馬兜鈴酸致氧化 DNA 傷害 

許多研究證實活性氧族群(reactive oxygen species，ROS) 會使DNA

單股斷裂或產生修飾性鹼基而導致氧化DNA傷害，而DNA發生氧化性傷

害與年老、癌症有關[114-115] 。8-OHdG ( 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine)被

認為是一個主要的氧化DNA的損傷指標，8-OHdG為一guanosine鍵結

物，鍵結在ROS 的氫氧自由基 (·OH) 上， deoxyuganosine (dG)是DNA

的組成之一，當細胞內DNA鹼基guanine的第八個位置被氧化後，便形成

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)[116]，如圖 2.4 示，8-OHdG可以被

OGG1 (8-oxoguanine DNA glycosylase)切除修復[117-120]。 

 

圖 2.4 8-Hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)之形成 

 

馬兜鈴酸被發現對肝癌細胞也會導致氧化DNA傷害。有研究利用微

(

Reactive oxygen species 
(ROS)  

(Kasai H et al., Environmental Mutagen Research. 1988; p73-8) 
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核試驗 (micronucleus test，MN)來測試馬兜鈴酸對染色體的傷害，發現

在 12.5 μM至 50 μM間的馬兜鈴酸濃度，微核有明顯的增加。在觀測DNA

傷害方面，則利用螢光的變化來偵測一氧化氮 (2,3-diaminonaphthalene 

(DAN) assay)和 8-OHdG免疫細胞染色，發現馬兜鈴酸的濃度大於 50 μM

會導致一氧化氮和 8-OHdG有明顯的增加[121]。 

 

第三節 微陣列技術 

DNA 微陣列晶片分析技術(Microarray)又稱為基因晶片技術，最

早是從 Southern blotting 發展而來；其原理是在固體基因表面上集

成已知序列的基因探針，被測生物細胞或組織中大量標記的核酸序

列與上述探針陣列進行雜交(Hybridization)，通過檢測雜交探針的位

置，實現基因資訊的快速檢測。由於 DNA 為雙股螺旋結構，具有

互補的專一特性，因而檢體中的標地核酸，會雜交固定在 cDNA 微

陣序列探針的基因晶片上，因此基因晶片技術能夠對樣本中的核酸

序列資訊進行快速、並行、高通量和低成本測量分析，特別是其大

量並行化蒐集生物資訊的特點是目前其他分析技術所無法比擬的。 

DNA微陣列晶片分析技術，為觀察藥物對細胞整個基因組表達變化

提供了可能[122] ；使用微陣列技術探討基因的改變情形，在 1987

年首次被提出，並被用來探討哪些基因會受interferon的影響[123] ，
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而利用微微陣列基因晶片分析技術來分析基因的表現[122]，則是於

1995 年首次被 Patrick O. Brown等提出；在一微陣列內含有完整的

真核基因(Saccharomyces cerevisiae)組，則是在 1997 年被報導出來

[124]。以往傳統的藥理及毒理學研究往往是通過大量的動物實驗來

進行，由於慢性或長期作用難以在短時間內觀察出來，特別是毒性

反應及副作用，而由於藥理及毒理機制不僅涉及一個或幾個基因的

改變，而是許多基因相互作用的結果，因此藉用微陣列分析技術來

觀察藥物的作用機轉，其原理是利用藥物與細胞基因的相互作用，

細胞會引起一系列基因表達的改變，這種變化會發生於細胞改變

前，因此具有高靈敏度和短檢測時間的特點。 
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第三章 材料與方法 

實驗設計與流程請見圖 3.1。 

 

 

圖 3.1 實驗設計與流程 
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第一節 材料 

壹、細胞來源 

    人類正常腎臟近端小管上皮細胞株(HK-2，BCRC 60097)，購自新竹

食品工業發展研究所。 

 

貳、藥物和試劑套組來源 

    馬兜鈴酸鈉鹽 (AA-I：AA-II = 41%： 56%)購自Sigma。MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 購 自

Sigma。HK-2 細胞培養液keratinocyte serum-free basal medium購自

Gibco。RNeasy Mini kit購自Qiagen, Valencia, CA。p65 subunit of NF-κB 

rabbit polyclonal antibody (ab7970)購自Abcam。SuperFect® transfection 

reagent 購自Qiagen, Valencia, CA, USA。Anti-8-hydroxydeoxyguanosine 

(8-OHdG) monoclonal antibody (N45.1)購自Fukuroi, Japan。Novolink 

Polymer Detection System購自Novocastra。OGG1 購自Novus Biologicals, 

Littleton, CO。p21, c-fos, caspase-3, Bax, and α-tubulin購自Santa Cruz 

Biotechnology。 

 

第二節 方法 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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壹、細胞培養 

    人類正常腎臟近端小管上皮細胞株(HK-2，BCRC 60097)，購自新竹

食品工業發展研究所。HK-2 培養在keratinocyte serum-free basal medium 

(Gibco)中，含有 5 ng/ml的重組表皮生長因子，和 50 μg/ml的胎牛腦下垂

體萃取物，不含抗生素，在 37°C和 5% CO2的培養箱中培養。 

 

貳、藥物處理 

    馬兜鈴酸鈉鹽(AA-I (41%)和 AA-II (56%))購自 Sigma，並溶在滅菌

過的二次水中，儲存在-30°C。HK-2 細胞種在不同培養器皿中(75T、25T、

6 孔盤、24 孔盤，或 96 孔盤)培養 24 小時，加入不同濃度的馬兜鈴酸(10、

30 或 90 μM)，並再培養 24 小時；或者是加入 30 μM 的馬兜鈴酸，再培

養 1、3、6、12 和 24 小時。離心去除含馬兜鈴酸的細胞培養上清液後，

細胞用 PBS 清洗兩次，進行下面實驗。 

 

参、MTT 存活率測試  

    MTT(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)購

自Sigma並溶在phosphate buffered (PBS)中，細胞存活率測試藉由MTT來

分析。將HK-2 細胞種在 96 孔盤或 75T當中，經過 24 小時的培養，加入

不同濃度的馬兜鈴酸(10、30 或 90 μM)，並再培養 24 小時；或者是加入

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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30 μM的馬兜鈴酸，再培養 1、3、6、12 和 24 小時。離心去除含馬兜鈴

酸的細胞培養液後，並用PBS清洗兩次，再加入含有 0.5 mg/ml MTT的

細胞培養液。經過 4 小時的反應，MTT會和細胞中的琥珀酸脫氫酶

(succinate dehydrogenase)反應形成藍色結晶(formazen)，再利用 10% 

SDS/0.1N HCl溶解藍色結晶。利用microplate reader測 570 nm和 650 nm

的吸光值，650 nm波長當作背景值。細胞的相對存活率公式計算為：經

由馬兜鈴酸處理的細胞吸光值 /只加入等量水處理的細胞吸光

值)*100%。數據以平均值±標準差(mean ± SD)表示，實驗的重複次數為

三次。 

 

肆、Total RNA 萃取 

    將細胞種在 75T當中，翌日加入不同濃度的馬兜鈴酸(10、30 或 90 

μM)，培養 24 小時；或者是加入 30 μM的馬兜鈴酸，再培養 1、3、6、

12 和 24 小時。離心去除含馬兜鈴酸的細胞培養液後，並用PBS清洗兩

次。利用RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA)進行細胞total RNA的萃

取。接著利用Beckman DU800 分光光度計(Beckman Coulter, Fullerton, 

CA, USA)進行total RNA的定量。對於A260/A280比值大於 1.8 的樣品，進

一步利用Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA)評估其total RNA品質。只有當樣品的RNA integrity number高於 8.0
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時，才會用於下述的基因微陣列實驗分析。 

 

伍、基因微陣列分析 

    將 5 μg total RNA利用MessageAmpTM aRNA kit (Ambion)經由試管

外轉錄步驟來增加樣品量。增量後的RNA (amplified RNA , aRNA)再和

螢光物質Cy5 (Amersham pharmacia)進行標定。然後和Phalanx公司所提

供的雜合反應緩衝劑，將螢光標定的aRNA與Mouse Whole Genome 

OneArrayTM晶片(Phalanx Biotech group)進行雜合反應，於 50°C作用ㄧ

夜。在接後續的清洗處理步驟，將非專一性結合的標的物由晶片上移

除。再將晶片以離心方式乾燥，並利用掃瞄器Axon 4000 Scanner 

(Molecular Device)進行螢光強度的掃瞄。微陣基因分析實驗的重覆數為

3 次。 

再利用Genepix 4.1 版(Molecular Device)分析軟體進行螢光強度分

析，每ㄧ點的訊號經由扣除周圍背景值的方式來校正其強度，並刪除作

為內在控制的探針，或是訊號雜訊比值小於零的點。剩餘通過此門檻的

點則藉由 Limma 進行 Normalization[125] ，得到的資料在使用 Gene 

Expression Pattern Analysis Suite v. 3.1 軟體計算兩組實驗是否有統計上

有意義差異的基因[126]。我們已將原始的基因微陣列數據提交到Gene 

Expression Omnibus (GEO)，系列號碼為GSE18243。系列包含空白組與
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處理組兩個樣品。樣品的號碼為GSM455880 (處理組)，and GSM455881 

(空白組)。 

    利用Limma裡面的GeneSetTest功能，來探討在HK-2 細胞中，哪些

生物路徑會受馬兜鈴酸調控。基因選擇要件如下:需基因變化倍率(積分)

正負大於 2.7 倍，才進入下列路徑分析，路徑分析以ArrayTrack為主，

ArrayTrack包括KEGG路徑和PathArt 路徑(Jubilant Biosys) ，總共有 352

路 徑 進 入 分 析 。 ArrayTrack 

(http://www.fda.gov/nctr/science/centers/toxicoinformatics/ArrayTrack/) ，

PathArt路徑(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) 。 

    此外，我們也利用BiblioSphere Pathway Edition軟體 (Genomatix 

Applications, http://www.genomatix.de/index.html)分析fold changes >2.0

和false discovery rates < 0.05 的基因之間交互網路圖譜，BiblioSphere 

Pathway Edition軟體是以知識庫分析為基礎來進行分析[127]。最後，以

Cytoscape軟體來構築馬兜鈴酸調控的基因之間的交互網路圖譜，包含

NF-κB相關基因的交互網路[128]。 

http://www.fda.gov/nctr/science/centers/toxicoinformatics/ArrayTrack/
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html
http://www.genomatix.de/index.html
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陸、定量反轉錄聚合酶連鎖反應(qRT-PCR) 

    NF-κB和DNA修補路徑相關基因表現，進一步利用qRT-PCR確認其

表現量。將HK-2 細胞種在 75T當中，經過 24 小時的培養，加入不同濃

度的馬兜鈴酸(10、30 或 90 μM)，並再培養 24 小時；或者是加入 30 μM

的馬兜鈴酸，再培養 1、3、6、12 和 24 小時。抽取total RNA，利用High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit反式轉錄RNA。在定量反轉

錄聚合酶連鎖反應實驗中，使用 1 μl的cDNA和 2X SYBR Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)進行反應。

條件為 95°C、10 分鐘後，進行 40 個循環的 95°C、10 秒，60°C、1 分鐘。

相對mRNA的量計算方式是用comparative CT方法。每一個反應是應用生

物系統公司的 7300 Real-time PCR系統。實驗用的正向(F)和反向(R)

引子序列於表 3.1 中。實驗的重覆數為 3 次。 

 

柒、免疫染色(NF-κB p65) /共軛焦顯微鏡法 

    將細胞種在含有蓋玻片的 24 孔盤當中，經過 24 小時的培養，加入

不同濃度的馬兜鈴酸(10 和 30 μM)，並再培養 24 小時，去除含有馬兜鈴

酸的上清液，以 PBS 清洗兩次。再加入冰的丙酮置於 4°C 冰箱進行固定

30 分鐘。接著加入一級抗體 p65 subunit of NF-κB rabbit polyclonal 
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antibody (ab7970, abcam)在 4°C 作用一夜。接著加入二級抗體 Alexa 

Fluor® 488- conjugated secondary goat anti-rabbit antibody 在室溫作用 1 

表 3.1 qRT-PCR 實驗的正向(F)和反向(R)引子序列 

Gene primer sequence 
CCL20 sense: 5'- GCTCCTGGCTGCTTTGATGT-3' 
 antisense: 5'- GAATACGGTCTGTGTATCCAAGACA-3' 
CD68 sense: 5'- TCTGCCCACCCAGAACCA-3' 
 antisense: 5'- CACAGGGCTGGGAACCATT-3' 
CYP1A1 sense: 5'- ATGGGCAAGCGGAAGTGTAT-3' 
 antisense: 5'- CCAGTGGCACGCTGAATTC-3' 
ERCC1 sense: 5'- TCTCCCGGGTGACTGAATGT-3' 
 antisense: 5'- GCGATGAGCTGTTCCAGAGAT-3' 
ERCC2 sense: 5'- GGCAAAGTGTCCGAGGGAAT-3' 
 antisense: 5'- CCTTGAGAATGCGGCTCTGT-3' 
GADD45B sense: 5'- TGTACGAGTCGGCCAAGTTG-3' 
 antisense: 5'- ATTTGCAGGGCGATGTCATC-3' 
IGFBP3 sense: 5'-CAGCGCTACAAAGTTGACTACGA-3' 
 antisense: 5'-ATTTCTCTACGGCAGGGACCAT-3' 
IL8 sense: 5'-FCTTTCCACCCCAAATTTATCAAAG-3' 
 antisense: 5'-RAGAGCTCTCTTCCATCAGAAAGCT-3' 
LTB sense: 5'-ACTTCTCTGGTGACCTTGTTGCT-3 
 antisense: 5'- AGCTTCTGAAACCCCAGTCCTT-3 
MGMT sense: 5'- CCTGGCTGAATGCCTATTTCC-3' 
 antisense: 5'- TGTCTGGTGAACGACTCTTGCT-3' 
NAIP sense: 5'- CTGGATGCTGTCCCCTGTTAA-3' 
 antisense: 5'- AGGAGCTGGTCACAGATGATACTG-3' 
OGG1 sense: 5'- TTCCAAGAGGTGGCTCAGAAAT-3' 
 antisense: 5'- CGATGTTGTTGTTGGAGGAACA-3' 
PARP sense: 5'- GGAGTCGGCGATCTTGGA-3' 
 antisense: 5'- AGTAATAGGCATCGCTCTTGAAGAC-3' 
SAA2 sense: 5'-CCGATCAGGCTGCCAATAAA-3  
 antisense: 5'-GCAGAGTGAAGAGGAAGCTCAGT-3 
TNFRSF9 sense: 5'-TGCGAGAGAGCCAGGACACT-3'-3 
 antisense: 5'-GAAACGGAGCGTGAGGAAGA-3' 
TP53 sense: 5'- GGGTTAGTTTACAATCAGCCACATT-3' 
 antisense: 5'- GGGCCTTGAAGTTAGAGAAAATTCA-3' 
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小時。在 NF-κB 染色後，加入 propidium iodide 染劑，在室溫作用 15 分

鐘進行細胞核的染色。利用雷射掃瞄共軛焦顯微鏡(TCS SP2 system, 

Leica)取得螢光影像。 

 

捌、NF-κB/luciferase 報導基因分析 

    將細胞種在 24 孔盤當中，經過 24 小時的培養後，進行基因轉染，

利用SuperFect® transfection reagent (Qiagen, Valencia, CA, USA)轉入 5 μg

的NF-κB質體，或是轉入空的質體(pcDNA 3.1)。經過一夜的培養後，加

入 10 μM的馬兜鈴酸，再培養 24 小時。接著利用冰的PBS清洗兩次，再

加入 350 µl的細胞裂解液Triton lysis buffer (50 mM Tris-HCl、1% Triton 

X-100、1 mM dithiothreitol，pH 7.8)，利用刮削器將細胞收集起來。加

入luciferin進行反應，測試luciferase的活性。單位以relative luciferase unit 

(RLU)表示，活化倍率的計算方式為處理馬兜鈴酸的RLU除以未經處理

馬兜鈴酸的RLU來呈現。 

 

玖、彗星試驗 

    將 HK-2 細胞種在 6 孔盤當中，經過 24 小時的培養，加入不同濃度

的馬兜鈴酸(10、30、90 和 150 μM)，並再培養 3 或 24 小時，去除含有

馬兜鈴酸的上清液，以 PBS 清洗兩次。將處理過藥物的細胞收集下來，
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以 PBS 清洗一次，並且加入 1X PBS (稀釋成 10 μl 內含 10000 個細胞)。

將上膠與下膠以微波方式溶解後放在熱水中，避免凝固。在磨砂載玻片

上以鉛筆標上樣品代號，置入 70 μl 下膠(0.5 g LMA + 0.5 g NMA)於載玻

片上，蓋上蓋玻片，凝固後拿下蓋玻片，完成第一層膠：接著取 10 μl

細胞液加上 60 μl 上膠(0.5 g LMA)，加在第一層膠上，蓋上蓋玻片，凝

固後拿下蓋玻片(放置於冰上)。將含膠的載玻片置入染缸中，染缸中放

置 Lysis Buffer (2.5 M NaCl、10 mM Tris-HCl、100 mM EDTA、1% Triton 

X-100))中，靜置約一小時(放置於冰上)，再將含膠的載玻片移至含預冷

過 Alkaline buffer 之電泳槽靜置 20 分。將電泳槽置於冰上，以 Alkaline 

buffer 為電泳液跑 30 min (固定 25 V;約為 300 mA)。將含膠的載玻片移

至置入含 0.4 M Tris Buffer (pH=7.5)染缸中，靜置中和 15 分鐘(放置於冰

上)，再置入 Methanol 的染缸，靜置脫水 5-10 分鐘。取出玻片加入 40μl 

PI (5 μg/ml)蓋滿膠體，反應 5-10 分鐘，以螢光顯微鏡觀察細胞脫尾現

象，照相後以 CometScore 軟體分析 DNA 脫尾程度。 

 

拾、8-OHdG 免疫染色法分析 

    將細胞種在含有蓋玻片的 24 孔盤當中，經過 24 小時的培養，加入

不同濃度的馬兜鈴酸(10、30 或 90 μM)，並再培養 24 小時，去除含有馬

兜鈴酸的上清液，以PBS清洗兩次。再加入冰的丙酮置於-20°C冰箱進行



 

 46

固定 10 分鐘，固定完後將蓋玻片晾乾。染色之前，先利用PBS進行再水

合作用，接著加入RNase A (100 μg/ml)在 37°C作用 50 分鐘，去除RNA，

以PBS清洗三次。接著加入proteinase K (1 μg/ml)在室溫中作用 7 分鐘，

以PBS清洗三次。為使DNA變性，加入 4 N HCl作用 5 分鐘，再用 50 mM 

Tris-base進行中和 4 分鐘，再以PBS清洗三次。用 3% H2O2 (溶於甲醇中)

反應 15 分鐘減低內生性的過氧化氫酶反應。接著使用Novolink Polymer 

Detection System (Novocastra)進行免疫染色。加入protein block (RE7166, 

0.4% Casein in phosphate-buffered saline)在室溫中作用 30 分鐘，減少非

專一性的鍵結。接著加入一級抗體 anti-8-hydroxydeoxyguanosine 

(anti-8-OHdG) monoclonal antibody N45.1 (Fukuroi, Japan, 1:200 dilution)

在 4 °C作用一夜，以PBS清洗三次。再加入post primary block (RE7167, 10 

% animal serum)在室溫下作用 30 分鐘，以PBS清洗三次。最後加入

NovoLinkTM polymer (RE7168, anti-mouse/rabbit IgG-Poly-HRP)在室溫下

作用 30 分鐘，以PBS清洗三次。利用diaminobenzidine (DAB)進行呈色

反應。再將蓋玻片封片，以光學顯微鏡觀察 8-OHdG染色的細胞數目。 

 

拾壹、西方墨點法分析 

    將處理過馬兜鈴酸的細胞，以 PBS清洗兩次，加入 SDS sample buffer

並利用刮削器收集細胞。將收集下的細胞以 10,000 rpm 離心 5 分鐘，收
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集上清液，利用 Bradford 方法進行蛋白質定量。將定量完的蛋白質加熱

95°C 長達 5 分鐘，進行蛋白質變性。取 45 μg 的蛋白質以 10% SDS-PAGE

做蛋白質電泳。再將膠體上的蛋白質轉漬到硝酸纖維薄膜(nitrocellulose 

membranes)。利用 5%的脫脂奶粉進行 blocking 長達 1 小時，減少非專

一的鍵結。接著加入一級多株抗體 OGG1 (Novus Biologicals, Littleton, 

CO)、c-fos 和 Bax (Santa Cruz Biotechnology)；一級單株抗體 p21、 

caspase-3 和 α-tubulin (Santa Cruz Biotechnology)，稀釋倍數為 1:1000 在

4°C 作用一夜。接著利用 TBS-Tween 清洗三次，每次十分鐘。再加入二

級抗體(goat anti-mouse 和 goat anti-rabbit)，稀釋倍數為 1:10000 在室溫

作用 1 小時，再利用 TBS-Tween 清洗三次，每次十分鐘。最後以 ECL

顯影。 

 

拾貳、微核試驗分析 

    HK-2 細胞種在蓋玻片上，處理不同濃度的馬兜鈴酸，進行 24 小時

的培養後，去除含有馬兜鈴酸的上清液，以 PBS 清洗兩次。為了獲得雙

核細胞，加入 3 μg/ml 的 cytochalasin B 作用 16-24 小時。接著去除含有

cytochalasin B 的細胞培養液，以 PBS 清洗兩次後，利用甲醇在 4°C 中

進行固定 30 分鐘。將蓋玻片加入 0.1 mg/ml 的 acridine orange 在黑暗中

進行染色 10 分鐘，接著進行封片。利用螢光顯微鏡觀察微核現象，計
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數雙核細胞細胞質含有直徑介於 1/3-1/20 細胞核大小的小核為微核，每

次實驗計數兩片玻片共 1000 顆雙核細胞。 

 

拾参、實驗統計分析 

    相關數據資料以平均值±標準差(mean ± SD)表示，並應用 Student’s 

t-test 及 one-way analysis of variance (ANOVA)進行統計分析。p <0.05 判

定為具有統計上顯著意義。 
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第四章 結果 

第一節 馬兜鈴酸對 HK-2 細胞生長影響的時間及劑量反應關係 

    將 HK-2 細胞細胞種在 75T 或 25T，翌日加入不同濃度的馬兜鈴酸

(10、30 或 90 μM)，培養 24 小時(圖 4.1A)；或者是處理 30 μM 馬兜鈴

酸，培養 1、3、6、12 和 24 小時(圖 4.1B)，利用 MTT 測試其存活率，

發現存在劑量和時間反應關係。如圖 4.1A 所示，隨著馬兜鈴酸濃度越

高，存活率越低，分別為 81.9 ± 4.6%、55.2 ± 3.7%和 45.2 ± 1.9%。如圖

4.1B 所示，隨著暴露時間越長，存活率越低，分別為 101.1 ± 0.9、104.0 

±0.8、99.8 ±1.0、77.9 ± 0.4 和 50.0 ± 0.2。此為三次實驗的平均值，***P 

<0.001 表示有顯著差異。 

***

*** ***

 

三次實驗的數據以 one way ANOVA 進行檢測，p <0.001***，表示有顯著差異。 
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***

***

圖 4.1 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞對其存活率影響的劑量及時間反應關

係 

三次實驗的數據以 oneway ANOVA 進行檢測，p <0.001***，表示有顯著差異。 
 

 

第二節 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞的基因表現圖譜分析 

    馬兜鈴酸處理 HK-2 細胞後，抽取 RNA，進行螢光標定，再和晶片

進行雜合反應。我們利用 Limma package 裡面的 GeneSetTest，分析探討

HK-2 細胞被 10、30 和 90 μM 三種不同濃度馬兜鈴酸處理後的基因群

組。結果如表 4.1 所示，DNA repair、response to DNA damage stimulus、

macromolecule metabolic process 和 carbohydrate metabolic process 等相關

生物路徑的基因，皆明顯受不同濃度的馬兜鈴酸所調控。 
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表 4.1 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞的基因表現圖譜之集群分析 

P-values 
Biological processes Genes

10 μM AA 30 μM AA 90 μM AA 
Apoptosis 295 4.00 x10-4 1.60 x10-3 1.19 x10-5

Carbohydrate metabolic process 205 4.90 x10-5 4.00 x10-4 6.17 x10-5

Cell cycle 169 2.40 x10-3 3.04 x10-2 8.30 x10-6

DNA-dependent DNA replication  42 2.10 x10-3 1.00 x10-3 2.29 x10-2

DNA metabolic process 236 1.00 x10-4 3.70 x10-3 7.43 x10-7

DNA repair 166 3.15 x10-7 7.70 x10-5 1.75 x10-7

Extracellular matrix organization 
and biogenesis 17 1.80 x10-3 9.43 x10-6 8.21 x10-2

Extracellular structure organization 
and biogenesis 13 4.30 x10-3 1.31 x10-2 3.40 x10-1

Lipid metabolic process 195 3.00 x10-4 2.00 x10-1 1.90 x10-3

Macromolecule metabolic process 202 4.07 x10-6 3.00 x10-4 3.18 x10-6

Mitochondrial transport 28 1.00 x10-4 3.50 x10-3 1.99 x10-2

Negative regulation of cell 
proliferation 116 1.09 x10-2 1.93 x10-1 2.33 x10-2

Regulation of cell cycle 181 1.27 x10-2 2.33 x10-2 8.71 x10-6

Response to DNA damage stimulus 122 5.40 x10-7 2.00 x10-4 2.20 x10-6

Transcription 148 5.40 x10-3 3.80 x10-3 2.20 x10-5

  利用 Limma package 的 GeneSetTest 功能，來觀察馬兜鈴酸調控 HK-2 細胞的生物 

  路徑。p 值愈小，表示越顯著受到調控。 
 

第三節 馬兜鈴酸的抗發炎作用可能來自於抑制 NF-κB 

壹、路徑分析(pathway analysis) 

進一步利用 GeneSetTest 探討哪些生物路徑會被馬兜鈴酸所調控。

我們使用 P value < 0.001 (scores > 2.7 or < -2.7)來界定 HK-2 細胞經馬兜

鈴酸處理後有顯著被調控的生物路徑。結果如表 4.2 所示，有九種不同

的生物路徑會明顯受馬兜鈴酸影響。而此九種不同的生物路徑，大部分
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與免疫功能相關，這個結果顯示馬兜鈴酸可能參予調控免疫相關基因的

表現。 

表 4.2 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞的基因表現圖譜之路徑分析 

Pathway 10 μM_p 30 μM_p 90 μM_p 10 μM_s 30 μM_s 90 μM_s 
Cytokine-cytokine 
receptor interaction < 2.20*10-16 < 2.20*10-16 < 2.20*10-16 < -15.66 < -15.66 < -15.66 

TNF Signaling Pathway 2.00*10-7 5.70*10-5 < 2.20*10-16 -6.40  -3.94  < -15.66 
Interleukin Signaling 
Pathway 4.05*10-5 1.37*10-4 < 2.20*10-16 -4.09  -3.56  < -15.66 

Hematopoietic cell 
lineage 3.45*10-5 3.10*10-6 4.30*10-5 -4.16  -5.21  -4.07  

Cell adhesion molecules 
(CAMs) 3.75*10-4 7.20*10-6 4.40*10-6 -3.13  -4.84  -5.06  

Insulin Signaling 
Pathway 3.13*10-4 2.00*10-6 6.84*10-5 -3.20  -5.40  -3.86  

IFN Signaling Pathway 5.44*10-5 4.03*10-4 2.80*10-6 -3.96  -3.09  -5.25  
Long-term depression 5.73*10-4 3.24*10-5 1.95*10-5 -2.94  -4.19  -4.41  
IL2 Signaling Pathway 3.04*10-4 3.19*10-5 3.64*10-4 -3.22  -4.20  -3.14  

       此結果為三次實驗的結果。“p”代表 p 值，“s”代表積分，＂- ＂代表下調。 
 

貳、網路分析(network analysis) 

    為了進一步探討馬兜鈴酸對HK-2 細胞作用藥理和分子機制，我們

首先選用subtoxic dose (10 μM)去詮釋基因之間的交互網路圖譜。應用

Pathway Edition software分析經由 10 μM馬兜鈴酸處理後的HK-2 細胞

(fold changes >2.0 和false discovery rates <0.05)的基因之間交互網路圖

譜。進一步利用Cytoscape軟體，連接NF-κB和受 10 μM馬兜鈴酸所調控

的相關基因。調控的基因和NFKB1 的表現皆根據他們的log2表現值，而

以顏色為代碼(紅色和綠色分別顯示上調或下調的基因)。如圖 4.2 所示，

很多基因的表現都和NF-κB分子相關，且NF-κB在交互網路圖譜中扮演

核心的角色。處理不同濃度的馬兜鈴酸(10、30 或 90 μM)後，將NF-κB
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相關的基因，fold changes >2.0 和false discovery rates <0.05 的基因列於表

4.3。上調者為：AOC3、CYP1A1、CYP2E1、DHX9、LTB4R、 

 

圖 4.2 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞的基因表現圖譜之網路分析 

應用Pathway Edition software分析經由 10 μM馬兜鈴酸處理後的HK-2 細胞(fold changes >2.0
和false discovery rates <0.05)的基因之間交互網路圖譜。調控的基因和NFKB1 的表現皆根據

他們的log2表現值，而以顏色為代碼(紅色和綠色分別顯示上調或下調的基因)。如圖所示

NF-κB在交互網路圖譜中扮演核心的角色。 
 
RASSF1、SPIB、TCF3、TRPV1 和 VHL。下調者為 CCL20、CCND2、
CD68、CD74、CDH1、CXCL2、EBI3、IGFBP3、IKIP、IL8、LTB、
MMP7、PPAP2A、SAA2、STAT1、TNFRSF9 和 UCP2。 
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表 4.3 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞調控 NF-κB 相關基因的表現 

10 μM AA 30 μM AA 90 μM AA 
Symbol Description 

FC ± SD p value FC ± SD p value FC ± SD p value

AOC3 
amine oxidase, copper containing 3 (vascular 
adhesion protein 1) 

3.8±0.53 1.54E-02 10.16±1.55 5.94E-03 10.25±1.66 4.46E-03

CCL20 chemokine (C-C motif) ligand 20 -11.46±2.2 2.15E-03 -11.4±1.04 4.31E-04 -17.4±4.26 5.29E-04
CCND2 cyclin D2 -2.24±0.13 8.18E-03 -2.89±0.16 2.70E-03 -5.71±0.84 1.35E-03
CD68 CD68 antigen -2.16±0.34 2.24E-02 1.21±0.24 2.98E-01 1.46±0.22 4.76E-02

CD74 
CD74 molecule, major histocompatibility 
complex, class II invariant chain 

-2.18±0.50 4.56E-02 -2.33±0.69 2.54E-02 -2.37±0.57 1.54E-02

CDH1 cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) -2.42±0.67 3.31E-02 -3.97±0.72 6.01E-03 -4.78±0.94 3.42E-03
CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 -2.71±0.47 1.30E-02 -3.07±0.50 4.42E-03 -2.74±0.20 1.99E-03

CYP1A1 
cytochrome P450, family 1, subfamily A, 
polypeptide 1 

3.21±0.82 2.17E-02 4.9±1.43 1.43E-02 4.85±1.24 4.53E-03

CYP2E1 
cytochrome P450, family 2, subfamily E, 
polypeptide 1 

2.15±0.33 1.77E-02 4.21±0.78 7.35E-03 4.3±0.68 2.02E-03

DHX9 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 9 3.05±0.65 1.78E-02 2.45±0.66 3.27E-02 4.59±0.92 1.49E-03
EBI3 Epstein-Barr virus induced gene 3 -2.37±0.22 1.66E-02 -2.8±0.40 6.80E-03 -1.77±0.31 1.73E-02
IGFBP3 insulin-like growth factor binding protein 3 -3.19±0.41 1.09E-02 -3.36±0.92 7.05E-03 -3.77±1.06 3.95E-03
IKIP IKK interacting protein -1.39±0.04 4.49E-03 -1.8±0.17 2.51E-02 -5.2±0.06 1.94E-05
IL8 interleukin 8 -2.04±0.29 1.94E-02 -1.35±0.23 7.96E-02 -6.66±0.66 1.40E-03

    以 t-test 進行統計分析，表中列出的基因為 p < 0.05。＂+＂代表上調；＂-＂代表下調。 
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表 4.3 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞調控 NF-κB 相關基因的表現(續) 

LTB 
lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 
3) 

-5.15±1.69 1.88E-02 -9.95±2.42 5.90E-03 -5.07±1.12 4.87E-03

LTB4R leukotriene B4 receptor 2.21±0.55 3.37E-02 2.74±0.64 5.75E-03 4.8±1.16 2.00E-03

MMP7 
matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, 
uterine) 

-2.97±0.23 4.19E-03 -2.93±0.35 2.70E-03 -4.23±0.22 8.69E-04

PPAP2A phosphatidic acid phosphatase type 2A -2.81±0.89 4.39E-02 -2.51±0.44 1.83E-02 -3.21±0.61 1.05E-02

RASSF1 
Ras association (RalGDS/AF-6) domain 
family 1 

2.49±0.34 1.35E-02 4.24±0.84 1.19E-02 4.81±1.38 2.51E-02

SAA2 serum amyloid A2 -2.08±0.34 2.25E-02 -4.48±0.77 3.66E-03 -7.18±.86 1.86E-03

SPIB 
Spi-B transcription factor (Spi-1/PU.1 
related) 

3.34±0.80 2.12E-02 6.82±1.67 6.33E-03 6.95±1.86 6.94E-03

STAT1 
signal transducer and activator of 
transcription 1, 91kDa 

-2.28±0.24 1.88E-02 -3.34±0.63 6.61E-03 -4.21±0.42 2.86E-03

TCF3 
transcription factor 3 (E2A immunoglobulin 
enhancer binding factors E12/E47) 

2.01±0.14 8.79E-03 2.24±0.33 1.65E-02 1.61±0.11 3.94E-03

TNFRSF9 
tumor necrosis factor receptor superfamily, 
member 9 

-2.45±0.37 9.97E-03 -3.76±0.16 8.99E-04 -6.05±0.58 6.01E-04

TRPV1 
transient receptor potential cation channel, 
subfamily V, member 1 

7.62±1.46 8.18E-03 10.86±1.96 1.53E-03 13.12±2.94 4.50E-03

UCP2 
uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton 
carrier) 

-4.75±0.63 1.35E-02 -5.04±1.08 6.01E-03 -2.91±0.51 6.07E-03

VHL von Hippel-Lindau tumor suppressor 4.19±0.54 7.12E-03 2.49±0.62 3.96E-02 4.12±0.71 5.83E-03
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参、利用定量反轉錄聚合酶連鎖反應分析 NF-κB 相關基因的表現 

    為了做進一步的確認，我們選擇 NF-κB 相關的 8 個基因(下調者：

CCL20、CD68、IGFBP3、IL8、TNFRSF9、LTB 和 SAA2；上調者：

CYP1A1)，利用定量反轉錄聚合酶連鎖反應分析，結果如圖 4.3 及表 4.4

所示，圖 4.3 顯示 10 及 30 μM 馬兜鈴酸對 NF-κB 相關基因表現的平均

值及 SD，表 4.4 顯示此八個基因被調控的情形與基因微陣列結果相似。 
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圖 4.3 qRT-PCR 確認馬兜鈴酸調控 NF-κB 相關基因的表現 

表 4.4 qRT-PCR 確認馬兜鈴酸調控 NF-κB 相關基因的表現 

qRT-PCR (Fold changes) Microarray (Fold changes) Gene 
10 μM AA 30 μM AA 10 μM AA 30 μM AA 

CCL20  -9.09±2.81 -9.09±1.96 -11.46±2.20** -11.40±1.04*** 
CD68 -1.45±0.12 1.01±0.10  -2.16±0.34*  1.21±0.24 
CYP1A1 1.79±0.25 3.83±0.16  3.21±0.82*  4.90±1.43* 
IGFBP3 -4.55±0.29 -3.57±0.62 -3.19±0.41* -3.36±0.92** 
IL8 -1.69±0.16 -2.17±0.46 -2.04±0.29* -1.35±0.23 
LTB -4.17±0.27 -4.17±0.59 -5.15±1.69* -9.95±2.42** 
SAA2 -2.38±0.25 -3.23±0.23 -2.08±0.34* -4.48±0.77** 
TNFRSF9 -2.22±0.68 -2.08±0.12 -2.45±0.37** -3.76±0.16*** 

   SD 為標準差，*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 表示與未經處理馬兜鈴酸的細胞比較 
   其基因表現有顯著差異。”+”代表上調；”-”代表下調。 
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肆、馬兜鈴酸對 HK-2 細胞 NF-κB 轉位(translocation)的影響 

    為了探討馬兜鈴酸是否會影響 HK-2 細胞 NF-κB p65 由細胞質轉位

進到細胞核，我們利用共軛焦顯微鏡/免疫染色方法進行確認。綠色(圖

4.4 D–F)代表細胞質染上 NF-κB p65 的部分；紅色(圖 4.4 G–I)代表細胞

核染上 propidium iodide 的部分。當處理馬兜鈴酸(10 和 30 μM)後，NF-κB

在核中的分布，明顯比未經處理馬兜鈴酸組的細胞少。而 NF-κB 在細胞

質中的分布，明顯比未經處理馬兜鈴酸組的細胞多(圖 4.4 A–F)。結果顯

示，馬兜鈴酸可以抑制 NF-κB p65 由細胞質轉位進到細胞核。 

 

伍、馬兜鈴酸對 HK-2 細胞 NF-κB 活性的影響 

    為了進一步確認，馬兜鈴酸是否可以影響 HK-2 細胞 NF-κB 的活

性，我們利用 NF-κB/luciferase 的基因轉殖細胞確認馬兜鈴酸是否可有

效抑制 luciferase 的活性。因為 10 μM 的馬兜鈴酸對 HK-2 細胞的存活率

為 81.9% ± 4.6%；30 μM 的馬兜鈴酸對 HK-2 細胞的存活率為 55.2% ± 

3.7%，我們選擇 subtoxic dose 來探討馬兜鈴酸是否可以有效抑制 HK-2

細胞 NF-κB 的活性。實驗結果如圖 4.5 顯示，轉殖空質體的細胞(pcDNA 

3.1)和沒有做任何處理的細胞，其冷光活性值相似。轉殖空質體的細胞

和沒有做任何處理的細胞，其冷光活性值，比轉殖 NF-κB 質體的細胞

低。而轉殖 NF-κB 質體的細胞在馬兜鈴酸處理後，其冷光活性值顯著降
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低，p <0.001。此結果得知，10  μM 的馬兜鈴酸可以有效抑制 NF-κB 的

活性。 

 

圖 4.4 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞抑制 NF-κB 轉位 

利用共軛焦顯微鏡/免疫染色方法，NF-κB 的位置如圖 D-F(綠色)所示，PI 用於染細胞核如

圖 G-I(紅色)所示。在馬兜鈴酸處理 HK-2 細胞後 NF-κB 在細胞核中的分布，明顯比未處理

組少，如圖 A-F 所示。 



 

9

Vector              － pcDNA 3.1      NF-κB/Luc        NF-κB/Luc

AA                  － － － 10 μM

 5

 

壹、馬兜鈴酸調控 HK-2 細胞 DNA 傷害及修補相關基因的表現 

第四節 馬兜鈴酸的基因毒性可能來自於抑制 DNA 修補 

    利用Limma package裡面的GeneSetTest，探討馬兜鈴酸調控的HK-2

細胞基因的集群分析(cluster analysis)。結果如表 4.1 所示，DNA repair

相關基因是受馬兜鈴酸調控最明顯的。除此之外，stress response、cell 

cycle, apoptosis、fibrogenic response 和 biotransformation 相關基因，也明

顯受到馬兜鈴酸所調控，表 4.5 列出所篩選的基因。表 4.6 列出的基因

為與 DNA 修補相關的基因，分為六大類，分別為 Base Excision Repair、

Nucleotide Excision Repair、Direct Reverse Repair、Mismatch Repair、

Homologous Recombination 和 Non-Homologous End Joining。

實驗的重複數為三次，且結果以 relative luciferase units (RLU)表示。相對冷光活性的計算方

式是以處理 10 μM 馬兜鈴酸細胞的 RLU 除以未處理馬兜鈴酸細胞的 RLU。p <0.001，表示

與未經處理馬兜鈴酸的細胞比較有顯著差異。 

 

圖 4.5 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞抑制 NF-κB 活性表現 
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表 4.5 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞調控壓力反應、細胞週期、凋亡、纖維化反應、生物轉化及氧化酵素相關基

因的表現圖譜 
Fold change ± SDGene symbol Annotation 

10 μM AA 30 μM AA 90 μM AA
Stress Response
DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3 – 1.66±0.16* 4.03±0.12** 
GADD45B growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 2.68±0.16* 3.66±0.19* 3.00±0.15* 
GADD45G growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma – 5.08±0.33* 13.36±0.32** 
GPX3 glutathione peroxidase 3 (plasma) -1.87±0.19* -1.76±0.16** – 
GPX6 glutathione peroxidase 6 (olfactory) – -2.56±0.22* -2.10±0.17* 
GSR glutathione reductase – -2.61±0.12** -2.42±0.20* 
HSPA14 heat shock 70kDa protein 14 1.89±0.07*** 1.85±0.10** 1.41±0.06** 
HSPC047 HSPC047 protein 1.97±0.25* 4.19±0.25** 4.60±0.27** 
HSPC065 HSPC065 protein 1.87±0.29* 1.91±0.29* – 
MT1X metallothionein 1X -1.83±0.23* -1.45±0.12* – 
SOD3 superoxide dismutase 3, extracellular -1.51±0.16* -2.09±0.11** – 
     
Cell Cycle 
CCND2 cyclin D2 -2.25±0.06*** -2.89±0.05*** -5.69±0.15** 
CCNE1 cyclin E1 -1.25±0.25* -1.50±0.20* -1.84±0.15** 
CDKL1 cyclin-dependent kinase-like 1 (CDC2-related kinase) -1.68±0.21* -1.79±0.24* – 
CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21) -1.64±0.17* – – 
CDKN1B cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kip1) -1.42±0.08** – -2.82±0.11*** 
CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, inhibits CDK4) -1.54±0.12** -1.33±0.11* -1.58±0.12** 
SD為標準差，*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 表示與未經處理馬兜鈴酸的細胞比較其基因表現有顯著差異，實驗的重複數為 3 次。”+”代表上調；”-”
代表下調。
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表 4.5 馬兜鈴酸在HK-2 細胞調控壓力反應、細胞週期、凋亡、纖維化反應、生物轉化及氧化酵素相關基因的表現

圖譜(續) 

CDKN3 cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDK2-associated dual specificity 
phosphatase)  -1.91±0.25* -2.49±0.09*** – 

E2F3 E2F transcription factor 3 -1.21±0.07* -1.51±0.12* -1.84±0.06*** 
MDM2 Mdm2, p53 binding protein (mouse) -1.41±0.11* -1.57±0.08** – 
RB1 retinoblastoma 1 (including osteosarcoma) – -1.44±0.18* -2.24±0.20** 
RBL2 retinoblastoma-like 2 (p130) – -2.25±0.18** -1.49±0.13* 
TP53 tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome) -1.90±0.14* -1.50±0.08* -1.34±0.05** 
WEE1 WEE1 homolog (S. pombe) -2.00±0.18** -2.01±0.23* -2.58±0.24** 
     
Apoptosis 
BAX BCL2-associated X protein – – 1.28±0.07* 
BCL2L2 BCL2-like 2 – -2.26±0.10** -1.95±0.06** 
BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 -2.04±0.19** -2.76±0.20** -3.60±0.17** 
CASP3 caspase 3, apoptosis-related cysteine protease 1.05±0.15* 1.40±0.17* 1.34±0.13* 
CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 – -1.86±0.19* -3.54±0.31** 
NAIP apoptosis inhibitor protein 3.25±0.38* 4.91±0.35** 3.25±0.10*** 
PRKCA protein kinase C, alpha – -1.41±0.09** -2.92±0.17** 
TNFRSF1B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B 1.67±0.21* 1.61±0.25* 2.35±0.37* 
TNFRSF21 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 1.46±0.09* 1.33±0.13* 1.88±0.12** 
TNFSF6 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 6 – 3.46±0.25* 4.55±0.32** 

 
Fibrogenic Response 
FOS v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog – 1.37±0.17* 1.97±0.20** 
ITGB7 integrin, beta 7 5.01±0.40* 12.22±0.12*** 15.36±0.19*** 
SD為標準差，*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 表示與未經處理馬兜鈴酸的細胞比較其基因表現有顯著差異，實驗的重複數為 3 次。”+”代表上調；”-”
代表下調。
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表 4.5 馬兜鈴酸在HK-2 細胞調控壓力反應、細胞週期、凋亡、纖維化反應、生物轉化及氧化酵素相關基因的表現

圖譜(續) 
LTBP2 latent transforming growth factor beta binding protein 2 1.51±0.17* 2.47±0.20** 2.50±0.16**
MMP2 matrix metalloproteinase 2 -1.75±0.31* -2.10±0.22* -1.64±0.21* 
NBL1 neuroblastoma, suppression of tumorigenicity 1 -1.12±0.12* -1.37±0.16* -1.27±0.11* 
PLAU plasminogen activator, urokinase 1.32±0.10* 1.54±0.08** – 
SMAD4 SMAD, mothers against DPP homolog 4 (Drosophila) – 1.77±0.14* 1.55±0.07** 
STAT1 signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa -2.28±0.11** -3.33±0.19** -4.21±0.10** 
TBRG4 transforming growth factor beta regulator 4 1.71±0.13** 2.64±0.08*** 4.17±0.21** 
     
Biotransformation 
CYP1A1 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 3.22±0.24* 4.91±0.29** 4.85±0.25** 
EPHX1 epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic) – 1.33±0.06* 1.11±0.01*** 
GNMT glycine N-methyltransferase 4.49±0.19** 7.94±0.13** 7.04±0.09*** 
GSTA2 glutathione S-transferase A2 – -1.85±0.09** -2.18±0.26* 
GTDC1 Glycosyltransferase-like 1 -2.00±0.14** -2.60±0.14** -4.34±0.22** 
MGST2 microsomal glutathione S-transferase 2 – -1.95±0.19* -2.09±0.18* 
MGST3 microsomal glutathione S-transferase 3 -1.49±0.11** -2.15±0.14* -1.90±0.13* 
POR P450 (cytochrome) oxidoreductase – 1.46±0.08** 2.53±0.12*** 
XDH xanthine dehydrogenase – -2.28±0.31* -2.05±0.36* 
     
Human Oxidative Stress and Antioxidant Defense 
DHCR24 24-dehydrocholesterol reductase – -1.72±0.26* -1.93±0.22* 
GPX4 glutathione peroxidase 4 (phospholipid hydroperoxidase) -1.52±0.04*** -1.89±0.07** -1.25±0.03** 
MGST3 microsomal glutathione S-transferase 3 -1.49±0.11** -2.15±0.14** -1.90±0.13** 
MPV17 MpV17 transgene, murine homolog, glomerulosclerosis -2.02±0.21* -2.67±0.07*** – 
SD為標準差，*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 表示與未經處理馬兜鈴酸的細胞比較其基因表現有顯著差異，實驗的重複數為 3 次。”+”代表上調；”-”
代表下調。
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表 4.5 馬兜鈴酸在HK-2 細胞調控壓力反應、細胞週期、凋亡、纖維化反應、生物轉化及氧化酵素相關基因的表現

圖譜(續) 
MSRA methionine sulfoxide reductase A -1.80±0.10** -3.11±0.13*** -2.28±0.19**
PRDX3 peroxiredoxin 3 – -1.31±0.15* -2.11±0.11** 
PRDX4 peroxiredoxin 4 – -1.44±0.10* -1.30±0.14* 
SCARA3 scavenger receptor class A, member 3 – -2.07±0.11** -2.37±0.17* 
TPO thyroid peroxidase – -1.28±0.10* -1.47±0.12* 
 

 
表 4.6 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞調控 DNA 修補相關基因的表現圖譜 

Fold change ± SD Gene 
symbol Annotation 

10 μM AA 30 μM AA 90 μM AA
Base Excision Repair 
APEX2 APEX nuclease (apurinic/apyrimidinic endonuclease) 2 -1.52±0.16* -1.51±0.19* -2.06±0.15**
LIG3 ligase III, DNA, ATP-dependent -1.80±0.16* -1.60±0.09** -1.13±0.10 
MPG N-methylpurine-DNA glycosylase -1.89±0.13** -2.28±0.11** 1.02±0.15 
OGG1 8-oxoguanine DNA glycosylase -1.81±0.36 -2.53±0.23* -2.12±0.42 
PARP1 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 -1.32±0.17 -1.68±0.17* -2.21±0.15**
SMUG1 single-strand selective monofunctional uracil DNA glycosylase -1.18±0.22 -1.51±0.11* -1.64±0.16*
     
Nucleotide Excision Repair 

ERCC1 excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation 
group 1 -2.53±0.22** -2.76±0.20** 1.16±0.16 

        SD為標準差，*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 表示與未經處理馬兜鈴酸的細胞比較其基因表現有顯著差異，實驗的重複數為 3 次。”+”代表上調；”-”  
        代表下調。 
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表 4.6 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞調控 DNA 修補相關基因的表現圖譜 (續) 

ERCC2 excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation 
group 2 -4.32±0.12*** -3.79±0.11*** -1.48±0.08**

PNKP polynucleotide kinase 3'-phosphatase -4.18±0.24** -3.51±0.18** -1.26±0.10 
RAD23A RAD23 homolog A (S. cerevisiae) -1.88±0.15** -1.48±0.17* -1.21±0.15 
RAD23B RAD23 homolog B (S. cerevisiae) -1.38±0.16* -1.53±0.16* -2.33±0.21*
     
Direct Reverse Repair 
MGMT O-6-methylguanine-DNA methyltransferase -1.32±0.29 -2.60±0.31* -1.56±0.32 
     
Mismatch Repair 
POLD4 polymerase (DNA-directed), delta 4 -1.56±0.12** -1.78±0.13** 1.21±0.14 
     
Homologous Recombination 
NBS1 Nijmegen breakage syndrome 1 (nibrin) -1.49±0.34 -1.86±0.24* -4.32±0.26**
RAD18 RAD18 homolog (S. cerevisiae) -1.86±0.20* -1.61±0.13** -1.39±0.11*
RAD54L RAD54-like (S. cerevisiae) -1.38±0.09* -1.35±0.12* 1.42±0.13*
     
Non Homologous End Joining 
BTG2 BTG family, member 2 -2.65±0.26** -2.29±0.25* -1.54±0.22*
CIB1 calcium and integrin binding 1 (calmyrin) -1.61±0.12** -1.83±0.12** 1.64±0.09**
RFC3 replication factor C (activator 1) 3, 38kDa -1.27±0.46 -1.54±0.12* -2.18±0.16**
RFC4 replication factor C (activator 1) 4, 37kDa -1.36±0.19 -1.61±0.21* -1.69±0.21*
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    為了做進一步的確認，我們選擇 DNA 修補相關基因、反應壓力相

關基因共 8 個(DNA 修補相關基因 5 個：ERCC1、ERCC2、MGMT、OGG1

和 PARP1；細胞凋亡相關基因 2 個：TP53 和 NAIP；反應壓力相關基因：

GADD45B)，利用 qRT-PCR 確認，結果如表 4.7 和 4.8 所示，顯示與基

因微陣列結果相似。而這 8 個基因中，DNA 修補相關基因及反應壓力

相關基因，在馬兜鈴酸處理 24 小時後，被下調的現象最為明顯。 
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圖 4.6 qRT-PCR 確認馬兜鈴酸調控 DNA 修補、氧化傷害相關基因

表現的劑量反應關係 
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表 4.7 qRT-PCR 確認馬兜鈴酸調控 DNA 修補、氧化傷害相關

基因表現的劑量反應關係 
Microarray (Fold change ± SD) qRT-PCR (Fold change± SD) 

Gene 
10 μM AA 30 μM AA 90 μM AA 10 μM AA 30 μM AA 90 μM AA 

ERCC1 -2.53±0.22* -2.76±0.20** -1.34±0.05** -1.35±0.39 -1.27±0.21 -1.16±0.15 
ERCC2 -4.32±0.12*** -3.79±0.11*** -1.48±0.08** -1.75±0.28 -1.39±0.54 -1.69±0.35 
GADD45B 2.68±0.16** 3.66±0.19** 2.99±0.15** 2.00±0.22 2.31±0.15 1.87±0.39 
MGMT -1.32±0.29 -2.60±0.31* -1.56±0.32 -1.56±0.21 -2.63±0.16 -2.56±0.24 
NAIP  3.25±0.38*  4.91±0.35** 3.25±0.10*** 1.94±0.26 1.48±0.38 1.46±0.21 
OGG1 -1.81±0.36 -2.53±0.23** -2.12±0.42 -1.49±0.22 -1.56±0.37 -1.56±0.22 
PARP1 -1.32±0.17 -1.68±0.17* -2.21±0.15** 1.13±0.22 -1.14±0.30 -1.54±0.17 
TP53 -1.90±0.14* -1.50±0.08* -1.34±0.05** -1.82±0.27 -1.15±0.07 1.03±0.09 

 

SD 為標準差，*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 表示與未經處理馬兜鈴酸的細胞比較其基因表現有顯

著差異，實驗的重複數為 3 次。”+”代表上調；”-”代表下調。 
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圖 4.7 qRT-PCR 確認馬兜鈴酸調控 DNA 修補、氧化傷害相關基因

表現的時間反應關係 
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表 4.8 qRT-PCR 確認馬兜鈴酸調控 DNA 修補、氧化傷害相關

基因表現的時間反應關係 
Microarray (Fold change ± SD) qRT-PCR (Fold change± SD) 

Gene 
   1 h 3 h 6 h 24 h 1 h 3 h 6 h 24 h 

ERCC1 -1.09±0.28 -1.03±0.24 1.54±0.06** -2.76±0.20** 1.05±0.08 1.02±0.03 1.07±0.10 -1.27±0.21
ERCC2 1.08±0.11 -1.26±0.16 1.06±0.20 -3.79±0.11*** 1.11±0.10 -1.14±0.22 -1.23±0.36 -1.39±0.21
MGMT 1.05±0.49 1.89±0.29 1.14±0.49 -2.60±0.31* -1.02±0.02 -1.12±0.14 -1.20±0.19 -2.63±0.38
OGG1 1.09±0.56 -1.10±0.28 -1.48±0.63 -2.53±0.23** 1.13±0.14 -1.16±0.24 -1.27±0.02 -1.56±0.37
TP53 1.04±0.09 1.24±0.19 1.02±0.13 -1.50±0.08* 1.05±0.08 -1.45±0.15 -1.85±0.60 -1.15±0.07

SD為標準差，*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 表示與未經處理馬兜鈴酸的細胞比較其基因表

現有明顯的差異，實驗的重複數為 3 次。”+”代表上調；”-”代表下調。 

 
 

 

貳、馬兜鈴酸在 HK-2 細胞誘發 DNA 股斷裂的增加 

    利用彗星試驗，進一步檢驗馬兜鈴酸是否會誘導HK-2 細胞 DNA受

損。結果如圖 4.8 所示，隨著馬兜鈴酸的濃度越高，DNA脫尾的現象越

嚴重，這代表越多的DNA受損。結果顯示馬兜鈴酸誘導DNA股斷裂的增

加且存在劑量反應關係。 

 

参、馬兜鈴酸在 HK-2 細胞誘發氧化 DNA 的傷害 

    利用8-OHdG免疫染色法評估氧化DNA損傷現象，此方法為最常被

用來評估氧化DNA損傷程度。結果如圖4.9所示，8-OHdG主要位於核的

部位，經由馬兜鈴酸處理的HK-2細胞，8-OHdG染色強度越深，特別是

高濃度的馬兜鈴酸處理組(90 μM)。 
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圖 4.8 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞誘發 DNA 股斷裂的增加 

圖 A 為三次實驗的代表圖，圖 B 為彗星脫尾長度的定量圖。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
表示與未經處理馬兜鈴酸的細胞比較有顯著差異。 

 

肆、馬兜鈴酸暴露 HK-2 細胞後對蛋白質表現的影響 

    進一步利用西方墨點法分析c-fos, OGG1, caspase 3, Bax,和p21的蛋

白質表現，將HK-2細胞處理不同濃度(10、30或90 μM)的馬兜鈴酸後並

再培養24小時。取45 μg的蛋白質進行SDS-聚丙烯酰胺凝膠電泳，再將
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蛋白質轉滯到硝酸纖維素膜。加入一級抗體Ogg1、p21、c-fos、caspase-3、

Bax或α-tubulin反應隔夜後，再加入二級抗體，最後以ECL呈色。。結果

和我們預期的相似，如圖4.10所示，隨著馬兜鈴酸劑量越高c-fos、caspase 

3和Bax蛋白質表現量越多；而Ogg1和p21則是下降的趨勢。 

 

圖 4.9 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞誘發氧化 DNA 傷害的增加 

將 HK-2 細胞處理不同濃度(10、30 或 90 μM)的馬兜鈴酸後並再培養 24 小時。接著將細胞

進行 8-OHdG (N45.1 單株抗體，稀釋倍數為 1：200)免疫染色。三次實驗的代表圖如上。 
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α-Tubulin 在此為 loading control。 
 

圖 4.10 馬兜鈴酸暴露 HK-2 細胞後 Ogg1、p21、c-Fos、Caspase-3
和 Bax 蛋白質表現的變化 

 

伍、馬兜鈴酸在 HK-2 細胞誘發微核率的增加 

    進一步利用微核試驗測試馬兜鈴酸的基因毒性，微核試驗是染色體

傷害的指標。將 HK-2 細胞處理不同濃度(10、30 或 90 μM)的馬兜鈴酸

後並再培養 24 小時，接著加入含有 cytochalasin B (3 μg/ml)的細胞培養

液以獲得雙核細胞，並再培養至少 16 個小時，接著進行固定和 acridine 

orange solution (0.1 mg/ml)的染色，藉著計數在 1000 顆雙核細胞中有微

核的細胞來評估染色體的傷害程度，實驗的重複數為 3 次。如圖 4.11 所
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示，處理不同濃度的馬兜鈴酸，隨著劑量越高，在雙核中微核越高。未

經處理的細胞，微核率為 3.5 ± 0.4；處理馬兜鈴酸(10 和 30 μM)微核率

分別為 10.2 ± 1.4、13.9 ± 1.9。 

 
 
 

 

圖 4.11 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞誘發微核率的增加 

經one way ANOVA 檢測，不同濃度的馬兜鈴酸，隨著劑量越高，在HK-2細胞中的雙核誘

發的微核率越高。*P<0.05，表示顯著差異。 
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第五章 討論 

    傳統中醫藥的使用在亞洲地區已有數千年的歷史，不同於其它地區

的民族醫學，中醫藥有其系統性的理論基礎、診察方法、診斷規則、藥

物炮製及藥物方劑的使用經驗，除此之外，還有臨床病例的大量記載，

可以說是世界上唯一有系統性理論的民族傳統醫學。雖然目前在臺灣西

方醫學為醫療上的主流，但是中醫藥的使用仍為多數民眾所接受，因此

應用現代科技來進一步闡明中醫藥的作用機轉，將有助於驗證中藥臨床

療效及提供中醫師診治作為參考。 

    本篇於討論方面分為二大部份，一為對馬兜鈴酸抗發炎的藥理機轉

探討，一為對馬兜鈴酸致基因毒性的病理機轉探究。 

 

第一節 馬兜鈴酸抑制 NF-κB 之訊息傳遞路徑 

    基因微陣列技術已成為研究藥物影響細胞、組織或器官之基因表達

的實用工具；然而，只有少數研究利用基因微陣列技術來分析馬兜鈴酸

對基因表達的影響。本研究以體外試驗探討馬兜鈴酸對人類正常腎臟近

端小管細胞株(HK-2)基因表現圖譜的影響，有別於之前的研究所使用的

人類大腸直腸癌細胞株(HCT 116)[129] ，我們的結果顯示出HK-2 細胞對

於馬兜鈴酸所誘導的細胞毒性，比HCT 116 細胞更為敏感。HK-2 細胞
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經馬兜鈴酸處理 24 小時後，估計的半數致死劑量約在 30 μM附近，而

HCT 116 細胞的半數致死劑量為 100 μM，除此之外，馬兜鈴酸對HK-2

細胞基因的影響，比對HCT 116 細胞基因的影響還要明顯[129]。先前研究

指出，將TP53-WT HCT 116 細胞處理 100 μM馬兜鈴酸 24 小時後， TP53

沒有顯著的差異；然而我們的研究發現，將HK-2 細胞處理 10 μM馬兜

鈴酸 24 小時後，p53 被顯著下調(經由qRT-PCR確認，改變量為對照組

的-1.92 倍)。另外有一體內試驗研究，將大鼠以馬兜鈴酸處理後，分析

馬兜鈴酸致癌的標的器官(腎臟)和非標的器官(肝臟)的基因表現[130] ，結

果指出在腎臟中受馬兜鈴酸調控的基因和生物路徑明顯比在肝臟中

多；這個結果顯示，基因圖譜分析技術可以用來辨別馬兜鈴酸對腎臟和

肝臟的不同影響。另一個實驗研究，以短時間的馬兜鈴酸處理Eker大鼠

(heterozygous for a mutation in the tuberous sclerosis 2 [Tsc2] tumor 

suppresser gene)和野生型(wild-type)大鼠，來探討馬兜鈴酸誘導生成之腎

臟腫瘤的基因圖譜表現[131] ；結果指出，經馬兜鈴酸處理後之Eker大鼠

和wild-type大鼠的基因表現圖譜變化和Tsc2 沒有相關。 

    我們的MTT結果顯示馬兜鈴酸對HK-2 細胞的細胞毒性有劑量反應

關係，這個結果和先前的研究相似[132]，其研究指出AA-I、AA-Ia和AA-II

會抑制HK-2 細胞的生長，且有劑量和時間反應關係；他們同時也發現

AA-I、AA-Ia和AA-II可以影響細胞生長週期且可以誘導細胞凋亡。此
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外，藉由基因微陣列分析，我們發現DNA repair、response to DNA damage 

stimulus、apoptosis和cell cycle相關的基因，明顯受不同濃度的馬兜鈴酸

所調控(表 4.1)。從路徑分析(pathway analysis)之結果中發現，許多受馬

兜鈴酸調控的生物路徑都和免疫調控路徑相關，這意味著馬兜鈴酸可能

參予調控免疫相關基因的表現。此外，我們注意到NF-κB在基因網路圖

譜中扮演核心的角色(圖 4.2)。NF-κB為細胞核轉錄因子，由Rel A (p65)、

Rel B、c-Rel、p50 和p52 組成。NF-κB的活性(activity)，可以經由感染、

病源微生物、致癌物、細胞壞死產物和發炎激素所誘發。當NF-κB受到

刺激，會由細胞質轉位到細胞核，然後NF-κB會和特定基因的啟動子區

域結合，開始此特定基因的轉錄、轉譯，最後形成蛋白質，來調控壓力

反應、細胞增生和細胞凋亡[133]。當NF-κB活化時，可以當作轉錄因子，

而且NF-κB些微的改變，即會明顯影響到其下游調控的基因表現。 

    當NF-κB持續活化時，可以誘導發炎前驅基因的過度表現，進而導

致急性或慢性發炎相關疾病：如類風濕性關節炎、腸炎和動脈硬化等疾

病[134] ，同樣的，在胰臟癌、肝癌、和大腸直腸癌中也發現NF-κB有上

調的現象[135]。最近的研究認為，慢性發炎疾病與NF-κB活化及癌症有相

關性[135-136] ，因為NF-κB的標的基因可以促進腫瘤增生、存活、轉移和

血管新生，因此臨床研究認為，抑制NF-κB可能是一個很有效的抗癌療

法。然而，另一方面卻發現，抑制NF-κB表現反而會促進表皮麟狀上皮
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細胞癌[137-138]的發生，這種情形類似於馬兜鈴科植物的使用狀況。雖然

馬兜鈴科的植物過去一直被用來當作抗發炎(關節炎)、止痛藥、利尿劑，

甚至抗癌藥物，但令人玩味的是，近來它被報導有腎毒性和致癌性，這

讓我們認為，馬兜鈴酸的不同性質表現，可能和NF-κB的雙重效應一樣。

在我們的實驗中，以共軛焦顯微鏡/免疫染色方法、和NF-κB/luciferase

的基因轉殖細胞都顯示馬兜鈴酸可以有效的抑制NF-κB的活性。NF-κB

在細胞核的表現，在經過處理 10 和 30 μM馬兜鈴酸處理後，有明顯的

下降趨勢，因此推測馬兜鈴酸可以抑制NF-κB從細胞質轉位到細胞核。

同樣的，我們的結果也顯示馬兜鈴酸可以顯著抑制NF-κB/luciferase的基

因轉殖細胞中的NF-κB的活性。 

    HK-2 細胞經由 10、30 和 90 μM三種不同濃度的馬兜鈴酸處理後，

改變很多基因的表現，如表 4.3 所示。在表 4.3 中，chemokine ligand 20 

(CCL20)受馬兜鈴酸下調最明顯；CCL20 為巨噬細胞的發炎蛋白質，在

B細胞貼附到發炎的內皮細胞扮演重要的角色[139]。Interleukin 8 (IL-8)為

另外一個在我們研究當中發現的下調基因。IL-1 和TNF可以誘導IL-8 的

基因表現，且IL-8 的表現同時受NF-κB調控[140]。Insulin-like growth factor 

binding protein 3 (IGFBP3)在我們的研究當中，經馬兜鈴酸處理後也下

調。IGFBP3 可以抑制增生，IGFBP3 也可以抑制insulin-like growth factor 

(IGF) 的 抗 凋 亡 功 能 [141] 。 近 來 研 究 指 出 ， IGFBP3 的 調 控 和
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phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)和NF-κB路徑相關[141-142]。另一個被下

調的基因為CD68，CD68 為穿膜醣蛋白，在人類單核細胞和巨噬細胞中

高度表現；CD68 為scavenger receptor的一員，能夠清除細胞中的殘渣碎

片、促進細胞吞噬作用，並且和補充、活化巨噬細胞相關。經由免疫組

織染色得知CD68 為histiocytic (類似T淋巴細胞的標記CD3)，且和

multicentric reticulohistiocytosis[143] 、 rheumatoid arthritis[144] 、 Crohn’s 

disease[145]和vasc-ulitic neuropathies[146]有關。除了上面提及的基因，其他

NF-κB下調的基因，包含SAA2、LTB和TNFRSF9 也都經過qRT-PCR確

認，大部分下調的NF-κB相關基因，都與發炎有關。總之，受NF-κB調

控的基因，經由馬兜鈴酸處理後表現量下降，可能可以解釋為何中草藥

馬兜鈴科的植物過去被用來治療與發炎有關的疾病(例如關節炎)的原

因。 

 

第二節 馬兜鈴酸抑制 DNA 修補作用並誘發氧化 DNA 傷害 

    此部分我們應用毒理基因體學來闡釋馬兜鈴酸誘導人類正常腎臟

近端小管 (HK-2) 細胞的毒理分子機轉。我們發現在 10、30 和 90 μM

三種不同濃度的馬兜鈴酸調控的基因中，與 DNA 修補相關路徑的基因

群(DNA repair-related genes)最明顯被調控。除此之外，在 HK-2 細胞中

stress response、cell cycle、apoptosis、fibrogenic response、biotransformation
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和 antioxidant defense 相關基因也明顯受到不同濃度的馬兜鈴酸所調控

(表 4.5)。另外，我們利用 qRT-PCR 分析 8 個基因(ERCC1、ERCC2、

GADD45B、MGMT、NAIP、OGG1、PARP1、TP53)，來確認基因微陣

列的結果(表 4.7 和 4.8)，馬兜鈴酸明顯抑制 DNA 修補相關的基因

(ERCC1、ERCC2、MGMT、OGG1 和 PARP1)的 mRNA 表現；除此之

外，OGG1 的基因和蛋白質表現同樣受到抑制。OGG1 (8-oxoguanine 

DNA glycosylase)為一種特別的 DNA 醣苷酶，可以切除 8-OHdG 來進行

DNA 修補。HK-2 細胞經過馬兜鈴酸處理後，OGG1 的表現被抑制，可

能可以解釋染上 8-OHdG 的細胞數變多，且 DNA 單股斷裂變多。另外，

微核現象也隨著馬兜鈴酸的濃度增加而增多(圖 4.8)，因此推論馬兜鈴酸

會誘導 DNA 傷害及抑制 DNA 修補相關基因。我們的實驗結果顯示氧化

傷害參予馬兜鈴酸誘導的細胞毒性，因此提出一個新的觀點，即 DNA

修補受到抑制可能與馬兜鈴酸的基因毒性有關。 

有研究指出馬兜鈴酸可以誘導細胞毒性，包含人類大腸癌HCT 116

細胞、porcine renal LLC-PK1 細胞，和opossum kidney (OK)細胞。在我

們的研究當中，HK-2 細胞對馬兜鈴酸所誘導的細胞毒性比HCT 116 細

胞[129]及OK細胞[147]強。除此之外，將OK細胞加入 10 或 20 μM馬兜鈴酸

培養 24 小時後，發現沒有細胞毒性的現象產生，這個結果顯示在做毒

理研究的時候，使用正確的人類標靶器官的細胞株是很重要的。 
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我們的毒理基因表現圖譜顯示，和DNA修補相關的基因是最明顯受

到調控的(表 4.1)。在stress response相關的基因中，GADD45B (growth 

arrest and DNA-damage-inducible, beta gene)在三種不同濃度的馬兜鈴酸

處理中明顯上調(表 4.5)。GADD45B為一結構相關的蛋白質家族的成員

之一，包含GADD45A和GADD45G。GADD45B對生理和基因毒性的壓

力訊息傳遞相關[148]，進而導致細胞週期停滯、DNA修補、細胞存活或

細胞凋亡；除此之外，缺乏GADD45 的表現，可能和癌症的生長相關

[149]。我們的結果顯示馬兜鈴酸處理後GADD45B的表現上調，類似先前

的研究[150] ，即GADD45B可以被烷化劑MMS (methylmethane sulfonate)

和sorbitol所誘導。 

    另外，有研究指出，AA-I可以藉由抑制細胞內游離鈣離子濃度的增

加，進而誘導LLC-PK1 細胞的凋亡受損。我們的基因微陣列的研究顯

示，經馬兜鈴酸處理後，會增加凋亡前驅蛋白質的表現，包含BAX和

Caspase。BAX (BCL2-assocaiated X protein gene)在最高濃度的馬兜鈴酸

(90 μM) 處理後有上調的現象(表 4.5)。Caspase 3 在馬兜鈴酸(30 μM) 處

理後有上調的現象，和先前Balachandran[151]的研究相似。他們指出在

LLC-PK1 細胞中，caspase的活性可以被AA-I、AA-II、AA-Ia和AA-VIIIa

所誘導。我們西方墨點法的結果顯示馬兜鈴酸可以誘導BAX和caspase 3

的蛋白質表現，且呈現劑量反應關係。NAIP (apoptosis inhibitor protein)
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在很多癌症當中都有過度表現的現象，且如果NAIP被抑制，會增加細胞

凋亡的現象。馬兜鈴酸處理後NAIP的表現上調，這個結果需要更多的研

究來解釋。 

    而和細胞生長週期相關的基因，CDKN1A (cyclin-dependent kinase 

inhibitor 1A, p21)的基因和蛋白質的表現在處理 10 μM的馬兜鈴酸後有

下調的現象。CDKN1A調控p53-dependent的細胞生長週期G1 期停滯，

而包含基因毒性、缺氧或致癌基因的活化都會導致G1 期停滯。我們的

結果和HCT 116 細胞株經 100 μM的馬兜鈴酸處理 48 小時[129]剛好相反。

先前研究[152]指出，馬兜鈴酸混合物(AA-M; 41% AA-I, 56% AA-II)可以

導致人類泌尿道上皮細胞(SV-HUC-1)細胞週期停滯在G0/G1 期(從

37.6%到 49.2%)，這可能和cyclin E/cdk2 (the cdk inhibitor)複合物相關。

他們也發現，很多控制細胞生長週期相關的蛋白質，包含p53、p21 和

p27，在處理馬兜鈴酸 24 小時後有劑量反應關係的現象。我們的西方墨

點法則顯示，三種不同濃度的馬兜鈴酸處理 24 小時後，p21 的表現顯著

受到抑制。 

    另一個和細胞週期相關的基因MDM2，是轉錄因子p53 的標的基

因。我們發現馬兜鈴酸可以明顯抑制MDM2，這和先前馬兜鈴酸處理

wild-type大鼠的研究相似[131]。MDM2 過表現會導致p53 的不活化，因而

減少p53 的腫瘤抑制功能。抑癌基因p53 可以藉由和其他蛋白質的結合，
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因而影響細胞生長週期、細胞凋亡和腫瘤生成。DNA因為UV光、化學

物質，或輻射受損時，p53 會被活化。大部分都認為，p53 的活性主要

受其蛋白質所調控。c-fos為細胞中的proto-oncogene，且為fos轉錄因子

家族的成員之ㄧ。c-fos可以和c-Jun形成結合成二具體，形成AP-1 轉錄

因子的複合物，進而參予很多細胞大事，包含細胞增生、分化、凋亡和

壓力反應。在我們的研究當中，c-fos在HK-2 細胞經高濃度的馬兜鈴酸(90 

μM) 處理後有上調的現象，和HCT 116 細胞株的表現相反[129]。 

    有研究指出馬兜鈴酸可以導致人類淋巴細胞的染色體變異，及在

λ/lac Z基因轉植鼠(MutaTM  Mouse)的轉植基因lac Z基因和cⅡ基因(在前

胃、腎臟和膀胱)的突變率(MF)增加，以及在cⅡ基因序列中AT TA 

transversion的突變率增加。Cosyns等人發現在馬兜鈴酸腎病變的病人當

中，TP53的過度表現與膀胱癌具有相關性[86]。另外，有研究指出在一位

馬兜鈴酸腎病變所導致的膀胱癌病患當中，偵測到在TP53基因的codon 

139 of exon 5有一個特別的AAG-to-TAG突變[153]。TP53基因的突變可能

可以引起馬兜鈴酸腎病變病人的腫瘤生成，和馬兜鈴酸誘導大鼠的H-ras

基因的codon 61突變所導致的腫瘤生成相似[102]。在我們的研究當中，基

因微陣列分析和qRT-PCR結果顯示，10、30和90 μM三種不同濃度的馬

兜鈴酸可以下調TP53的表現，這個現象與另一研究不同，其結果顯示

p53-WT HCT 116細胞暴露100 μM馬兜鈴酸24小時後，TP53並沒有顯著
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的改變[129]。許多研究指出TP53參與nucleotide excision repair訊息傳遞路

徑，且丟失TP53將會導致DNA傷害增加[154-156]。有研究指出，砷可以藉

由抑制p53主導的nucleotide excision repair而導致基因毒性[156]。另有一研

究指出檳榔中主要的鹼性物質(檳榔鹼)，可以抑制人類表皮細胞p53所活

化的DNA修補能力，且會誘導DNA損傷[155]。我們的基因微陣列結果和

qRT-PCR顯示出馬兜鈴酸可以導致TP53下調，這可能導致DNA修補的能

力下降，接著進而導致腫瘤的生成。馬兜鈴酸處理後的TP53基因和蛋白

質的表現，需要更進一步的研究。 

表4.6為馬兜鈴酸處理HK-2細胞後，DNA修補相關基因的表現顯著

被調控者。在這些基因當中，nucleotide excision repair (NER)基因是最有

可能參與修復AA-DNA鍵結物的基因群。這是因為NER基因在避免毒

性、及bulky、distortive DNA lesions突變中扮演重要角色。NER的修補

程序包含damage recognition、local opening of the DNA duplex around the 

lesion、dual incision of the damaged DNA strand、gap repair synthesis和

strand ligation[157] 。 NER 訊 息 傳 遞 路 徑 分 成 兩 種 子 路 徑 ：

transcription-coupled repair (TCR)和global genomic repair (GGR) ，兩種子

路徑基本上是相同的，除了damage recognition這個步驟不一樣外。在人

類中，NER路徑是主要的保護路徑，能夠抵擋UV光所導致的致癌影響、

和天生缺陷像xeroderma pigmentosum (XP) [158]。ERCC1 (excision repair 
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cross-complementing group 1) 和 ERCC2 (XPD) (excision repair 

cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 2; 

xeroderma pigmentosum D)屬於NER-deficient complementation groups。

ERCC1 domain在DNA strand dual incision步驟中，為部份的endonuclease 

(5’s incision)[159] ；且ERCC1的mRNA過度表現，和抗cisplatin的胃癌、

卵巢癌、和肺癌相關[160-162]。ERCC1的表現，也被報導指出為氧化壓力

導致的NER修飾中的特別目標[163]。ERCC2 (XPD)含蓋在GGR和TCR路

徑中，且ERCC2為基本轉錄因子BTF2/TFIIH複合物中不可缺少的因子，

缺少這些基因可能導致三種不同的缺陷：the cancer-prone syndrome 

xeroderma pigmentosum complementation group D、trichothiodystrophy和

Cockayne syndrome [164]。我們的研究發現ERCC1和ERCC2在馬兜鈴酸處

理後都有下調的趨勢。在Cheng 等人[165]和Wei 等人[166]的研究中也有相

似的發現。他們發現，淋巴細胞中DNA修補相關基因(包含ERCCC1和

ERCC2)的mRNA表現低的話，罹患頭頸癌及肺癌的相對危險程度較高。

馬兜鈴酸處理後ERCC1的表現下調，這個結果和也和另一研究的結果相

似，他們指出砷可以下調NER相關基因的表現ERCC1、XPF (ERCC4)和

XPB (ERCC3) [167] 。 另 一 個 DNA 修 補 相 關 的 基 因 ， MGMT 

(O-6-methylguanine-DNA methyltransferase)，在30 μM的馬兜鈴酸處理後

有下調的趨勢，這個結果和馬兜鈴酸處理的大鼠表現不一致[131]。 
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    眾所皆知，活性氧族群reactive oxygen species (ROS)可以導致氧化

DNA傷害。我們的transcriptome分析揭示馬兜鈴酸的暴露可以導致抗氧

化酵素的下調，像superoxide dismutase、glutathione reductase和glutathione 

peroxidase。除此之外，我們發現馬兜鈴酸可以導致氧化壓力，藉由誘導

8-OHdG和DNA單股斷裂增加之特性得知，這個結果顯示，氧化壓力可

能參予馬兜鈴酸所誘發的毒性。8-OHdG為一個主要的氧化壓力DNA損

傷指標，8-OHdG可以被醣苷酶OGG1修復[117-120]。在我們的研究中，

OGG1的表現在處理馬兜鈴酸後有下調的現象，基因微陣列分析顯示有

2.5倍的下調；qRT-PCR顯示有1.6倍的下調。除此之外，8-OHdG染色現

象增加，可能原因為OGG1的表現下降，我們還用彗星試驗檢查DNA受

損的狀況。彗星試驗結果顯示處理不同濃度的馬兜鈴酸後，皆有顯著的

脫尾現象(圖4.5) (P <0.05)。這個結果和先前的研究相似，他們使用彗星

試驗和微核試驗去確認馬兜鈴酸的基因毒性，清楚發現25–200 μM的馬

兜鈴酸處理人類肝癌HepG2細胞會增加DNA脫尾的長度，且有劑量反應

關係；12.5–50 μM的馬兜鈴酸會增加微核的頻率[121]。他們也發現馬兜鈴

酸的濃度≧50 μM可以導致明顯的NO生成和增加8-OHdG，因而假設高

濃度的馬兜鈴酸處理HepG2細胞，可能經由NO的生成而有基因毒性。值

得注意的是，hOGG1的表現和活性，被認為主要是受TP53所調控[168]。

在我們的研究當中，OGG1和TP53的表現，在處理馬兜鈴酸後明顯下調。 
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    本研究應用基因晶片分析方法，來探討馬兜鈴酸對人類正常腎細胞

之基因表達圖譜的影響，雖然能夠藉此探究馬兜鈴酸的分子作用機轉，

但是仍有其研究上的限制：其一是馬兜鈴酸對細胞的基因表達變化不等

於馬兜鈴酸在生物體內的藥物動力學變化，其二是人體食入含馬兜鈴酸

的藥物，會有多少比例(劑量)是以馬兜鈴酸型式進入細胞，目前尚未有

任何研究可以解答此一問題，因此到底多少濃度的馬兜鈴酸實際對人的

組織細胞產生影響，可能只能透過流行病學調查來反推其劑量。但是本

研究仍有進一步發展的空間，由於馬兜鈴酸的代謝活化過程被認為是造

成致腎毒性及致癌的關鍵步驟之一，因此可以選擇被馬兜鈴酸顯著調控

的代謝基因，進一步在動物實驗裏作生物學上的驗證，將有助於了解此

些代謝基因在馬兜鈴酸致腎毒性與致癌性所扮演的角色。 
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第六章 結論 

    本論文以微陣列技術探討馬兜鈴科中草藥主要成分之藥理與毒理

作用機轉，結果發現馬兜鈴酸對 HK-2 細胞的細胞毒性呈現劑量與時間

反應關係； DNA repair、response to DNA damage stimulus、macromolecule 

metabolic process 和 carbohydrate metabolic process 等相關生物路徑的基

因，皆明顯受不同濃度的馬兜鈴酸所調控。另外，我們證實馬兜鈴酸可

以調控免疫相關的生物路徑，而且 NF-κB 在交互網路圖譜中扮演中心的

角色。除此之外，我們進一步用 qRT-PCR、共軛焦顯微鏡/免疫染色方

法、和 NF-κB/luciferase 的基因轉殖細胞確認馬兜鈴酸和 NF-κB 的關係。

馬兜鈴酸可以抑制人類 NF-κB 的活性，而這個結果可以解釋馬兜鈴科植

物抗發炎的藥理現象。 

在毒理作用機轉研究方面，我們發現 DNA repair 相關基因的表現是

最明顯受到馬兜鈴酸調控，我們用 qRT-PCR 來確認馬兜鈴酸抑制這些

DNA 修補相關的基因；另外，以彗星試驗、免疫染色和微核試驗等方

法，發現馬兜鈴酸會導致氧化 DNA 傷害和染色體變異，由 OGG1 的下

調及其他 DNA 修補相關基因的下調，可以解釋 8-OHdG 和微核率增加，

最後導致 DNA 受損增加。我們的結果顯示馬兜鈴酸導致 DNA 修補相關

基因的下調，這也許可以解釋馬兜鈴酸誘導的致突變性和致癌性。 
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我們以新穎微陣列分析探討馬兜鈴科中草藥之主要成分馬兜鈴酸混合

物誘發的基因反應圖譜，發現馬兜鈴酸抗發炎機轉可能經由抑制 NF-κB

之訊息傳遞路徑來展現，另外馬兜鈴酸會抑制 DNA 修補作用並誘發氧

化 DNA 傷害，以上結果對含馬兜鈴酸中草藥可能的療效分子機轉或病

理機轉提供新的證據，可以提供中醫師臨床用藥作為參考。 

 

 

 

圖 6.1 馬兜鈴酸在 HK-2 細胞之藥理、毒理作用機轉簡圖 
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Plant species of the genus Aristolochia are known for many therapeutic 

effects in past centuries. For example, there are many formulas containing 

various species of the genus Aristolochia that are commonly used in 

traditional medicine in Taiwan, China, Japan, and Singapore. Beside in East 

Asia, several species of the genus Aristolochia have been used to regulate 

menstruation, induce labor, expel parasites and treat arthritis, cancer and 

snake bites in India, West Africa, the Mediterranean, and South America. 

Many plant species of the genus Aristolochia were commonly used as folk 

medicine until 1990’ s when studies showed that aristolochic acid (AA), the 

major active component of the genus Aristolochia induces aristolochic acid 

nephropathy (AAN) and urothelial cancer in AAN patients. In this study, we 

used microarray analysis to clarify the pharmacological and toxicological 
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mechanism of AA (AA I：AA II= 41 % : 56 %) in normal human kidney 

proximal tubular (HK-2) cells, the target cells of AA.  

HK-2 cells were treated with AA (0, 10, 30, 90 μM) for 24 hours and 30 

μM for 1, 3, 6, 12, and 24 hours. Cell viability was measured by a 

3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay. 

Complementary DNA microarrays were used to investigate the gene 

expression pattern of HK-2 cells exposed to AA and the results of this 

microarray study were in triplicate. Quantitative real-time reverse 

transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) assay was used to verify 

the microarray data for selected genes. The results showed that AA induced 

cytotoxic effects in a dose-dependent manner (10, 30, 90 μM for 24 h) and a 

time-dependent manner (30 μM for 1, 3, 6, 12, and 24 h). Microarray 

analysis showed that AA can induce alterations in expression profiles of 

genes related to DNA damage response, apoptosis, regulation of cell cycle, 

and stress response. In addition, 9 biological pathways associated with 

immunomodulatory functions were down-regulated in AA-treated HK-2 

cells. Network analysis revealed that NF-κB played a central role in the 

network topology. Among NF-κB-regulated genes, 8 differentially expressed 

genes were verified by real-time RT-PCR. Inhibition of NF-κB activity by 

AA was confirmed by immunofluorescence confocal microscopy and by 

NF-κB luciferase reporter assay. 

Moreover, among the differentially expressed genes analyzed by Limma 
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and Ingenuity Pathway Analysis software, we found that genes related to 

DNA repair processes were the most significantly regulated by all AA 

treatments. Among the differentially expressed genes found in the 

dose-response and time-course studies that were involved in those biological 

processes, two up-regulated genes (GADD45B, NAIP), and six 

down-regulated genes (TP53, PARP1, OGG1, ERCC1, ERCC2, and MGMT) 

were confirmed by qRT-PCR. AA exposure also caused a down-regulation 

of the gene expression of antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase, 

glutathione reductase, and glutathione peroxidase. AA treatment led to 

increased frequency of DNA strand breaks, 

8-hydroxydeoxyguanosine-positive nuclei, and micronuclei in a 

dose-dependent manner in HK-2 cells, possibly as a result of the inhibition 

of DNA repair. These data suggest that oxidative stress plays a role in the 

cytotoxicity of AA.  

In conclusion, our data revealed that AA could suppress NF-κB activity in 

normal human cells, perhaps partially accounting for the reported 

anti-inflammatory effects of some plants from the genus Aristolochia. In 

addition, our results provide insight into the involvement of suppression of 

DNA repair genes, and trigger DNA strand breaks, oxidative DNA damages, 

and chromosome damages in normal human kidney proximal tubular cells. 

These data may provide some guidance to TCM doctors on how to use 

AA-containing herbs safely. 
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