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以活體動物及離體細胞模式評估木犀草素治療肺炎及 

肺纖維化之療效及分子作用機轉 

  

研究生 陳秋媛 

中國醫藥大學 藥學院 中國藥學研究所 

摘  要 

    從許多動物體內及體外細胞的研究都證明木犀草素具有良好的抗發炎

作用。然而，木犀草素對於肺炎及肺纖維化的作用機轉尚未明確。本研究

利用活體動物及離體細胞模式探討木犀草素的抗發炎及抗肺纖維化作用及

其分子機轉。 C57BL/6J 小鼠以氣管內注入 bleomycin 引發肺炎及繼發性

肺纖維化，治療組以胃管投與木犀草素，並以投與類固醇作為治療對照組。

在第 7 和 14 天取出老鼠肺臟，以肺沖洗液之細胞計數及分析發炎性細胞

激素含量評估木犀草素的抗發炎效果，並在第 21 天取出老鼠肺臟作病理

切片及染色、膠原蛋白含量測定及肺組織 TGF-β1 mRNA 表現等評估肺纖

維化改善程度。 活體動物實驗結果顯示，早期(第 1 天開始)與後期(第 10

天開始)投與木犀草素都可以減少 bleomycin 引發小鼠的肺纖維化程度。在

細胞培養部分，我們利用初代小鼠肺纖維母細胞和肺上皮細胞株 A549 探

討木犀草素抗肺纖維化之機轉，結果發現木犀草素抑制 TGF-β1 刺激小鼠

肺纖維母細胞產生 α-smooth muscle actin (α-SMA) 和 collagen 1 表現是透

過抑制 Smad3 磷酸化及減少 Smad4 的表現。從細胞型態及相關分子的表

現 (E-cadherin, fibronectin and collagen1)顯示木犀草素會抑制 TGF-β1 刺激

A549 進行 epithelial-mesenchymal transition (EMT)。 根據我們的結果顯示

木犀草素的抗纖維化作用可能是透過阻斷肺纖維細胞和肺上皮細胞

TGF-β/Smad 的訊息傳遞，使纖維化相關分子表現減少。本論文也進一步以
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巨噬細胞探討木犀草素調節免疫作用的分子機轉。 研究發現在老鼠肺泡巨

噬細胞株 (MH-S)及周邊巨噬細胞株(RAW264.7)中，木犀草素可抑制由脂多

醣體 (LPS) 引發產生一氧化氮(NO) 和前列腺素 E2 (PGE2)等發炎物質及腫

瘤壞死因子-α (TNF-α)及介白素-6 (IL-6)等細胞激素，同時也抑制了 NO 及

PGE2 上游的調控酵素 inducible NO synthase (iNOS)及 cyclooxygenase-2 

(COX-2) 的蛋白質表現。從半定量反轉錄聚合酶鏈反應 (RT-PCR) 實驗中

證明木犀草素可抑制由 LPS 引發 TNF-α、IL-6、iNOS 和 COX-2 mRNA 等

的表現。在 NF-κB 路徑中木犀草素能抑制 IκB- α 的分解以及 NF-κB p65 

subunit 進入細胞核與 DNA 結合。不僅如此，木犀草素也明顯地減少 AP-1

與 DNA 結合，進而調控其下游與發炎相關物質的產生。我們也進一步發現

細胞前處理木犀草素可抑制由脂多醣體刺激產生活性氧化物 (ROS)，同時

也減少 protein kinase B (Akt) 及 IKK 磷酸化。綜合上述結果顯示木犀草素

抑制 LPS 刺激肺泡巨噬細胞產生發炎相關物質的機轉為經由抑制轉錄因子

NF-κB 與 AP-1 的活化，其抑制 NF-κB 與 AP-1 的活化可能與 ROS 有關。

我們的研究結果顯示木犀草素在活體動物及離體細胞模式下有良好的抗發

炎及抗肺纖維化作用。 
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Luteolin alleviates experimental lung inflammation and 

fibrosis in vivo and in vitro 
Chiu- Yuan Chen 

Graduate Institute of Chinese Pharmacrutical Sciences, College of Pharmacy, 

China Medical University 

 

Abstract 

Luteolin possesses anti-inflammatory property and effectively in treatment 

of lung diseases.  The present study investigated the antifibrotic effect and its 

molecular mechanism of luteolin on lung fibrosis in both in vivo and in vitro 

models.  C57BL/6J mice were administered a single intratracheal injection 

with bleomycin and then treated orally with luteolin.  Lung inflammation was 

examined by direct counting inflammatory cell population and cytokine levels in 

the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) at day 7 and day 14.  Antifibrotic 

effect of luteolin was determined by investigating histological changes, collagen 

contents and induction of TGF-β1 mRNA expression at day 21.  To elucidate 

the antifibrotic mechanism of luteolin, the expression of α-smooth muscle actin 

(α-SMA), collagen 1 and phosphorylated Smad3 protein were analysized by 

immunofluorescence staining and Western blotting in TGF-β1-stimulated 

primary mouse lung fibroblasts.  The morphological changes as well as 

epithelial and mesenchymal marker were examined in TGF-β1-stimulated 

human lung carcinoma-derived alveolar epithelial A549 cell line.  In vivo study 

showed that luteolin treatment ameliorated all these biochemical indices and 

histological alterations induced by bleomycin even delayed luteolin treatment.  

In vitro study showed that luteolin attenuated TGF-β1-induced α-SMA and 

collagen 1 upregulation and Smad3 phosphorylation in mouse lung fibroblasts.  
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Furthermore, TGF-β1 mediated E-cadherin downregulation as well as 

fibronectin and collagen 1 upregulation was significantly inhibited by luteolin in 

A549 cells.  Our data suggest that luteolin may be useful as a therapy for 

pulmonary fibrosis and its antifibrotic effect at least partly through blockade of 

TGF-β−signaling pathway.  We also verified the effects of luteolin-mediated 

immune modulation in macrophages when stimulated with lipopolysaccharide 

(LPS).  We examined the effects of luteolin on the production of nitric oxide 

(NO) and prostaglandin E2 (PGE2), as well as the expression of inducible NO 

synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2), tumor necrosis factor-alpha 

(TNF-α), and interleukin-6 (IL-6) in mouse alveolar macrophage MH-S and 

peripheral macrophage RAW 264.7 cells.  Luteolin dose-dependently inhibited 

the expression and production of these inflammatory genes and mediators in 

macrophages stimulated with LPS.  Semi-quantitative reverse-transcription 

polymerase chain elongation reaction (RT-PCR) assay further confirmed the 

suppression of LPS-induced TNF- α, IL-6, iNOS and COX-2 gene expression 

by luteolin in a transcriptional level.  Luteolin also reduced the DNA-binding 

activity of nuclear factor-kappa B (NF-κB) in LPS-activated macrophages.  

Moreover, luteolin blocked the degradation of IκB-α and nuclear translocation 

of NF-κB p65 subunit.  In addition, luteolin significantly inhibited the 

LPS-induced DNA binding activity of activating protein-1 (AP-1).  We also 

found that luteolin attenuated the LPS-mediated protein kinase B (Akt) and IKK 

phosphorylation, as well as reactive oxygen species (ROS) production.  In sum, 

these data suggest that, by blocking NF-κB and AP-1 activation, luteolin acts to 

suppress the LPS-elicited inflammatory events in mouse alveolar macrophages, 

and this effect was mediated, at least in part, by inhibiting the generation of 

reactive oxygen species.  Our observations suggest a possible therapeutic 

application of this agent for treating inflammatory disorders in lung. 
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第一章  緒 論 

呼吸系統直接與外部環境接觸，因此對吸入的有害物質相當敏感。許

多散布在空氣中的化學物質及病原菌都會引起肺的損傷。例如二氧化氮，

臭氧或硫酸的吸入，會導致肺泡微血管的滲透性增加，並造成第I型、第Ⅱ 

型肺泡上皮細胞和結締組織的損害。吸入性肺損傷的原因還包括細菌或病

毒性肺炎、吸入胃內容物，以及肺部挫傷等，許多肺部疾病的發展過程都

會產生氧化壓力與一連串的發炎反應，例如急性肺損傷 (acute lung injury; 

ALI )/急性呼吸窘迫症候群 (acute respiratory distress syndrome; ARDS)、敗

血症(sepsis)、缺血再灌注(ischemia-reperfusion)、高血氧症(hyperoxia)、肺臟

移植 (lung tansplantation)及慢性阻塞性肺炎 (chronic obstructive pulmonary 

disease; COPD) 等。這些急性或慢性的肺部損傷，均會造成細胞毒性物質

的釋放，包括活性氧化物 (reactive oxygen species; ROS) 和活性氮化物 

(reactive nitrogen species; RNS) 大量的產生以及細胞激素 (cytokines) 的釋

放等，進而使得嗜中性白血球以及肺泡內巨噬細胞的活化，釋放促發炎物

質，破壞上皮細胞，或導致微血管通透性增加，產生肺水腫現象，對肺組

織造成傷害(1)。以急性肺損傷 (ALI) 造成的急性呼吸窘迫症候群 (ARDS) 

為例，病人原先肺部正常，而在外傷或感染後出現急性呼吸困難，低血氧，

肺順應性減低 (reduced lung compliance)，胸部 X光有兩側瀰漫性浸潤，以

傳統呼吸治療方法無法矯正其低血氧等現象。病理上出現肺組織明顯的充

血，肺泡及間質水腫，肺泡塌陷，炎性細胞浸潤，肺泡內有透明膜 (hyaline 

membrane) 之形成及纖維化病變(2) (附圖1)。 

由一類新種冠狀病毒 (SARS-CoV) 所引發的嚴重急性呼吸道症候群

(SARS) 是本世紀新興傳染性疾病，從 2002 年 7 月到 2003 年 9 月流行期

間，在全世界共造成八千多人感染，死亡人數高達 812 人(3)，典型的症狀
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為發燒、咳嗽、呼吸困難、肺浸潤及肺實質化，並快速發展為瀰漫性肺泡

損傷進而造成致命性的呼吸衰竭 (ARDS) 或繼發性的肺纖維化，平均致死

率為 9.6%。急性期病理特徵為肺部單核球浸潤，肺泡塌陷，肺泡上皮及微

血管內皮的損傷、以及滲出性的肺間質水腫，與 ALI 所造成之病理特徵類

似 (4)。研究顯示肺泡巨噬細胞和 T 細胞釋放出大量的 proinflammatory 

cytokines ，如腫瘤壞死因子 -α (tumor necrosis factor-α) 、介白素 -1 

(interleukin-1) 和介白素-6 (interleukin-6)、血小板活化因子、前列腺素、

thromboxanes 和活性氧化物 (ROS) 等，都參與了肺部損傷，也在病理機轉

中扮演重要的角色。 

中醫藥對抗疫疾已有三千多年的經驗，從典籍文獻的記載中，影響較

大的疫疾包括鼠疫、傷寒、霍亂、流感、肺炎、腦炎、瘧疾、痢疾、天花、

麻疹、寄生蟲等疾病。在中醫藥典籍中，記載許多對肺部疾病有療效的方

劑或單味藥，如清熱解毒藥金銀花、板藍根、連翹、魚腥草等；還有清肺

止咳藥如黃芩、山梔子、桑白皮、桑葉、沙參、麥冬、貝母、枇杷、桔梗

等。在 SARS 流行期間，具有抗病毒及消炎作用的金銀花、黃芩、板藍根

或是魚腥草等，更被認為有預防疾病的效用。這些沿用已久的中草藥雖有

中醫臨床經驗的傳承，但卻缺乏科學化的實驗證明其療效及確實之作用分

子機轉，因此無法受到國際醫學界普遍之認同及使用。因此，如何善用中

藥的免疫調節作用以中西醫結合的方法來面對 SARS 的挑戰，並將中醫臨

床應用上有確實療效之中草藥，以現代的科學知識及技術，探究其藥理分

子機制，是將中醫藥推向國際社會之必行之路，也是中醫藥學界重要的研

究方向。 

由於化學合成藥物對正常細胞殺傷力大，近幾年來，歐美各國興起萃

取藥用植物進行輔助療法，以減緩化學藥物對人體的危害。因此，從植物

活性成分提取到各項生物活性的分析研究，都有不少的成果。以廣泛分佈
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於植物體內的黃酮類 (flavonoids) 化合物為例，它是一類廣泛分佈於植物體

內的低分子量多酚類 (polyphenols) 物質，在植物體內多以游離態或與糖結

合成苷的形式存在，也是許多藥用植物的主要活性成分。現已發現數百種

不同類型的黃酮類化合物具有廣泛的藥理活性。黃酮類化合物具有清除自

由基、抗氧化、抗癌、抗菌、抗過敏、抗發炎、抗病毒等多種生物活性及

藥理作用，對人類的腫瘤、衰老、心血管等疾病的治療和預防都具有重要

意義。在傳統中醫藥中，金銀花是忍冬科 (Caprifoliaceae)多年生常綠纏繞

灌木忍冬 (Lonicera japonica Thunb.)的乾燥花蕾，以其抗菌、抗病毒及清

熱解毒、袪風熱、清咽喉熱痛等功效，廣泛地應用在預防及治療流行性感

冒、上呼吸道感染、肺炎、細菌性痢疾等發炎疾病。在 SARS 流行期間，

具有抗病毒及消炎作用的金銀花，被認為有預防及治療的效用，因而成為

防治非典型肺炎處方中使用頻率最高的單味藥(5)。 從文獻中得知近幾年在

探討天然物之純化物對人類之發炎、心血管疾病、以及癌症具有預防治療

作用方面，有顯著的成果，亦可驗證於分子機轉。木犀草素 (luteolin)為金

銀花主要成分之一，屬於四羥基黃酮類化合物，在許多的動物體內及體外

細胞實驗中發現木犀草素具有明顯的抗氧化及免疫調節作用，然而針對木

犀草素治療肺部疾病的相關研究則不多。以 bleomycin 誘導小鼠肺纖維化

是目前國際上認為與人類肺纖維化病理改變最為接近的一種動物實驗模

型，本研究透過 bleomycin 誘導小鼠產生急性損傷性肺炎及繼發性肺纖維

化模型，評估木犀草素抗肺炎和抗肺纖維化作用，並深入的探討其作用路

徑及相關的分子，以提升金銀花等中藥的應用價值，並提供此藥作為治療

肺炎及肺纖維化疾病時之參考。此外，研究肺纖維化的機轉亦可提供其他

纖維性疾病一些參考性的資料，例如 atherosclerosis、cirrhosis 和 connective 

tissue diseases 等，因為這些疾病的發展均有許多相似的過程，如發炎、免

疫過度活化、細胞激素及分子機轉等。  
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附圖 1. Mechanisms important in the resolution of acute lung injury and the 
acute respiratory distress syndrome.(6) 
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第二章  總 論 

第一節 金銀花之文獻探討 

1. 本草資源考證 

金銀花，又名忍冬花，具有清熱解毒、疏散風熱的功效，是常用的中

藥之一。其名始見於本草綱目忍冬條下。忍冬始載於名醫別錄，列為上品，

主治寒熱身腫。 陶弘景曰： “處處有之，藤生淩冬不凋，故名忍冬。” 李

時珍謂：“忍冬在處有之，附樹延蔓，黃微紫色，對節生葉。葉似薛荔而青，

有毛。三四月開花，長寸許，一蒂兩花二瓣，一大一小，如半邊狀，長蕊。

花初開者，蕊瓣俱色白，經二三日，則色變黃，新舊項參，黃白相映，故

呼金銀花。” 又謂：“莖葉及花，功用皆同。” 在不同的歷史時期，金銀花

的藥用部位發生了很大變化。宋代以前獨用莖葉，明代則莖、葉、花同等

入藥，此後強調以花為主，其莖葉成為同一植物的另外一種藥物，即忍冬

藤。忍冬藤具清熱解毒、通經活絡的作用。金銀花植物來源複雜，在中國

分佈廣泛。中華中藥典記載金銀花 Lonicerae Flos 為忍冬科 Caprifoliaceae 

植物忍冬 Lonicera japonica Thunb.、紅腺忍冬 Lonicera hypoglauca Miq.、

山銀花 Lonicera confusa DC. 或毛花柱忍冬 Lonicera dasystyla Rehd. 之乾

燥花蕾(7)。 

2. 金銀花活性成分研究 

金銀花是忍冬科同屬多種植物忍冬的乾燥花蕾，外形呈棒狀，上粗下

細，長 2～3.5 cm ，外表淡黃色，久貯色漸深。金銀花為常見中藥，具有

清熱解毒、抗菌消炎、保肝利膽的功能。臨床應用於治療瘡瘍、瀉痢、外

感、熱病等，也用治療呼吸道感染、頭痛咽痛等疾病。傳統認為花蕾採收

宜為初夏，莖枝於秋冬割取。現代研究證明:花蕾的採收期大都在清明季
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節，此時成熟花蕾中綠原酸含量最高。對於葉的採收，有人認為以 8～9 月

份含綠原酸最豐富，此時採收較為適宜。研究顯示其花中主要含有揮發油、

黃酮類、有機酸、三萜類等活性成分(8, 9)。 

2. 1  揮發油類 

    金銀花乾品中含有揮發油成分 60 種以上，其中主要成分酸類化合物

占揮發油總量的 59.76%，其次酮類化合物占15.58%，醇類化合物占

12.85%，萜類化合物占1.57%，萜類氧化物占1.32%，醛類化合物占1.74%，

烷烴化合物占7.18%，共占金銀花中揮發油總量的 98.44%。鮮品揮發油成

分多為低沸點的不飽和萜烯類，其中以芳香醇為主，含量占揮發油的45. 5%

以上。金銀花乾花蕾中多為單萜及倍半萜類化合物，含量較高的有香茅醇 

(citronellol) 、芳樟醇 (linalool) 、 α- 松油醇 (α-terpineol) 、二十一烷醇

(3-henen-1-ol) 、辛烯醇(1-Octen-3-o1)和香葉醇 (geraniol)等(10)。 

2. 2  黃酮類 

   1995年高玉敏首次從金銀花中分離出4個黃酮類化合物，經鑑定為木犀

草素- 7 - O -α - D - 葡萄糖苷( luteolin - 7 - O- α- D-glucoside)、木犀草素- 7 - 

O -β - D - 半乳糖苷( luteolin-7- O- β- D- galactoside)、槲皮素- 3 -O -β - D - 

葡萄糖苷( quercetin- 3- O- β- D- glucoside)、金絲桃苷( hyperoside)(11)。 

2. 3  有機酸衍生物 

    綠原酸類化合物是金銀花的主要成分之ㄧ，包括綠原酸(chlorogenic 

acid)、異綠原酸 (isochlorogenic acid) 和咖啡酸 (caffeic acid)。其中異綠原

酸為一混合物，它的異構體有七種，分別為 4,5-二咖啡酸醯奎尼酸、3,4 -

二咖啡酸醯奎尼酸、3 ,5-二咖啡酸醯奎尼酸、1,3 - 二咖啡酸醯奎尼酸、3-

阿魏醯奎尼酸、4 -阿魏醯奎尼酸和5-阿魏醯奎尼酸(12)。 
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2. 4  三萜及三萜皂苷類 

    1990年陳敏等(13)從金銀花中分離出一個新的含有 6 個糖基的三萜皂

苷。1993年茅青等(14)也分離得到 3 個三萜皂苷， 1994年陳敏等(13)又分離

出 2 個新的雙咖啡酸醯奎尼酸酯化合物。婁紅祥等(15)分離出 3 個三萜皂

苷類，分別為3 - O - α - L- rhamno pyranosyl ( 1 →2 ) - α - L - arabinopy 

ranonosyl hederagenin 28 - O - β - D - xylpyranosyl ( 1→6) -β - D - glucopy 

ranosyl ester、3 - O -α - L -arabinopy ranosyl hedragenin 28 - O -α - L - 

rhamnopyranosyl (1→2) [β - D - xylpyranosyl (1→6) - β- D - glucopy ranosyl 

ester 和 3 - O - α - L - rhamnopy ranosyl ( 1 →2 ) - α - L - arabinopy ranosyl 

hederagenin 28 - O - α - L - rhamnopy ranosyl ( 1→2) [β - D - xylpyranosyl ( 1 

→6) - β - D – glucopy ranosyl ester。 

2. 5 無機元素 

金銀花含微量元素共 15 種，分別為Fe、Mn、Cu、Zn、Ti、Sr、Mo、

Ba、Ni、Gr、Pb、V、Co、L i、Ca 。 

2. 6 其他 

忍冬花蕾中還含有肌醇 (inositol)、β - 穀固醇 (β-sitosterol) 等。另外

邢俊波等首次從該植物中發現 5 -羥基- 7, 4-二甲氧基黃酮，並首次從該植

物花蕾中發現槲皮素、忍冬苷、齊墩果酸和胡蘿蔔苷(16)。 

3. 金銀花之藥理作用 

3. 1  抗病原微生物 

    體外試驗顯示金銀花對金黃色葡萄球菌、溶血性鏈球菌、大腸桿菌、

痢疾桿菌、霍亂弧菌、傷寒桿菌、副傷寒桿菌等均有抑制作用，對肺炎桿

菌、腦膜炎雙球菌、綠膿桿菌、結核桿菌亦有抑制效果(17)。金銀花對變形
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鏈球菌，具有較好的抑菌和殺菌作用，金銀花與青黴素合用，能加強青黴

素對耐藥金黃色葡萄球菌的抗菌作用，兩者具有協同作用(18)。金銀花對流

感病毒、孤兒病毒、皰疹病毒、猴免疫缺陷病毒 (SIV) 等多種病毒均有抑

制作用，金銀花注射液對綠膿桿菌內毒素有對抗作用(19, 20)。對傷寒桿菌內

毒素有減毒作用。此外，體外試驗顯示金銀花及其藤煎劑對鉤端螺旋體有

抑制作用。 

3. 2  消炎及解熱作用 

    金銀花提取物對鹿角菜膠、蛋清等引起的大鼠足蹠腫脹有抑制作用，

還有明顯的抗滲出和增生作用。對金銀花解熱、消炎、免疫等實驗研究結

果顯示，其水煮液、口服液和注射液對鹿角菜、三聯菌苗致熱有不同程度

的退熱作用，對蛋清、鹿角菜膠、二甲苯所致水腫有不同程度的抑制作用

(21)，另外，還能明顯提高鼠腹腔巨噬細胞的吞噬百分率和吞噬指數，證明

金銀花臨床用作清熱解毒治療感染性疾病，主要是透過調節機體免疫功能

而產生的(22)。 

3. 3  保肝利膽作用 

    動物實驗顯示金銀花中的三萜皂苷對四氯化碳引起的小鼠肝損傷有明

顯的保護作用，並明顯減輕肝臟病理損傷的嚴重程度。金銀花所含綠原酸

能增進大鼠膽汁分泌，黃褐毛忍冬總皂苷皮下注射能顯著對抗四氯化碳和 

D -半乳糖胺所致肝中毒小鼠血清谷丙轉氨酶升高，降低肝臟甘油三酯含

量，明顯減輕肝臟病理損傷程度(23)。 

3. 4  其他作用 

金銀花有提高免疫功能的作用，煎劑能增加白血球、炎性細胞的吞噬

能力。有研究指出，金銀花及酒浸液對 S180 肉瘤及艾氏腹水癌有明顯細
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胞毒殺作用。金銀花提取液口服對大鼠實驗性胃潰瘍有輕度預防效果。金

銀花具有降血脂、興奮中樞神經系統、止血和降壓等作用。此外，綠原酸

還能輕微增強腎上腺素及去甲腎上腺素對貓與鼠的升壓作用(24-26)。 

第二節 木犀草素之獻探討    

1.  木犀草素之結構與理化性質(27) 

1.1  化學名： Luteolin (3', 4', 5, 7- tetrahydroxylflavone)     

1.2  分子式及分子量： C15H10O6；286.24 

1.3  物理性質：木犀草素為黃色針狀化合物，微溶於水，溶於鹼中呈黃色

溶液。熔點 328-330℃。 

1.4  結構式： 

 

               附圖 2.  Structure of luteolin.   
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1.5  來源植物 

    除了忍冬科植物忍冬(Lonicera japonica) 之外，木犀草素也在其它植物

中被發現，如龍膽科植物濕生萹蕾(Gentianopsis paludosa)、敗醬科黑水纈草

(Valerlana amurensis) 地上部分、豆科落花生(Arachis hypogaea)果實外殼、

鷹爪豆 (Spartium junceum) 花中、玄參科金魚草(Antirrhinum majus) 花瓣

中、十字花科植物薺菜(Capsela jobursa)(28)。 

1.6  金銀花不同部位之木犀草素含量 

    金銀花之木犀草素含量隨著金銀花品種、部位不同而存在較大差異；

金銀花同一品種，不同部位中木犀草素含量分布亦不相同，為葉、枝>花蕾

>花。不同品種金銀花及不同部位中，木犀草素含量有很大的差異，從 27.89 

μg/g 到 240.39 μg/g 不等，但在各個品種中，葉和枝中的含量都較高，因

此有必要對這些資源加以開發利用(29)。 

2.  木犀草素之藥理學研究 

木犀草素屬於四羥黃酮類化合物，黃酮類化合物是一類多酚類化合

物，廣泛分佈於植物界中，在植物體內大部分與糖結合成苷，一部分以游

離形式存在，屬於植物的二次代謝產物。實驗證明其具有廣泛的生理和藥

理活性，包括清除自由基、抗病毒、抗癌、抗氧化、抗發炎、抗衰老等，

對人類的腫瘤、心血管疾病、老人癡呆等慢性疾病的治療和預防有重要意

義。因此對該類化合物的研究已成為國內外醫藥界研究的熱門課題。而這

許多生理活性多與其抗氧化作用有關，目前在抗氧化研究領域中黃酮類化

合物是研究的熱門項目之一。黃酮類化合物泛指結構具有15 個碳原子的多

元酚化合物。芳香環 (A 環、 B 環) 之間以一個三碳鏈 (C 環) 相連，用 

C6 - C3 - C6 表示(附圖2)。其中 C 環部分可以是酯鏈，也可以與 B 環部

分形成六元或五元的氧雜環。根據 C3 部分的成環、氧化和取代方式的差
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異，黃酮類化合物可分為黃酮類 (flavones)、黃酮醇類 (flavonols)、異黃酮

類  (isoflavones)、查爾酮類  (chalcones)、噢口弄類(aurones)、花青素類 

(anthocyanins) 等以及上述各類的二氫衍生物。黃酮類化合物抗氧化的作用

機制是通過酚羥基與自由基反應生成共振穩定的半醌式自由基結構，從而

終止自由基鏈式反應(30)。 

除了具有優異的抗氧化能力之外，許多研究顯示黃酮類化合物在抗病

毒、抗發炎、抗過敏或抗癌方面也都有很好的效果。從抗發炎相關的研究

中發現，某些黃酮化合物的抗發炎作用優於其它種類。2001年 Xagorari 等

人利用細菌內毒素(lipopolysaccharide;LPS)刺激 RAW264.7 巨噬細胞產生

發炎細胞激素(proinflammatory cytokines)的實驗來評估一群黃酮化合物的

抗發炎作用，細胞前處理 luteolin、 luteolin-7-glucoside、 quercetin 和 

genistein可抑制 TNF-α 與 IL-6 的釋放，而 eriodictyol 和 hesperetin 只抑

制 TNF-α 的釋放，luteolin 和 quercetin 的 IC50分別為 1 μM 和 5 μM，

糖苷 luteolin-7-glucoside 的效果則不如苷元 luteolin (31)。2004年 Chen 等

人以  TNF-α 刺激肺上皮細胞釋放  ICAM-1的實驗，比較三種黃酮醇 

(flavonols): kaempferol, quercetin, myricetin及六種黃酮 (flavones): flavone, 

chrysin, apigenin, luteolin, baicalein, baicalin 的抑制效果，其中 kaempferol, 

chrysin, apigenin, luteolin 都可抑制 ICAM-1蛋白質及 mRNA的表現 (IC50

分別為 12.1, 0.9, 0.82, 0.8 μM)，進一步的分子機轉探討中發現 luteolin 可

明顯抑制 ICAM-1上游的轉錄分子 AP-1 與 DNA 結合，進而調控蛋白質

的表現(32)。 2006年 Mo`nica Comalada 等人在primary bone marrow-derived 

mouse macrophages (BMDM) 所作的抗發炎實驗中也發現，在所有受試樣品

(flavonols: quercetin, kaempferol; flavones: diosmetin, apigenin, chrysin, 

luteolin; isoflavones: genistein, daidzein; flavanones: hesperetin)中，quercetin 

和 luteolin 對於 BMDM 的增生、IκBα 的磷酸化、cytokines及 NO 的釋
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放都有顯著的抑制作用(33)。 2006年 Kazuki Kanazawa 等人認為幾種黃酮化

合物中 (quercetin, apigenin, baicalein, chrysin, luteolin, kaempferol)，只有 

luteolin 與 quercetin 具有保護 HepG2 細胞免於氧化壓力造成細胞 DNA

傷害的能力(34)。 2007年蔡汎修等人研究發現木犀草素可以改善類澱粉樣蛋

白誘發大鼠學習記憶障礙，並對神經細胞有保護作用(35)。 2002年 Hisashi 

Mastuda 等人在 Antigen-Induced RBL-2H3 Cells (mast cells) degranulation 

實驗中發現，在幾種黃酮化合物中 luteolin 具有很強的抗過敏活性，因此

作者歸納出黃酮化合物的抗過敏活性乃因其結構上連接了某些特殊的官能

基 (36, 37)。 綜合以上所述，黃酮化合物的抗發炎作用與其結構之間存在著

某種相關性 (structure-activity relationship; SAR)，而 luteolin 的抗發炎的效

果是幾種黃酮類中最好的，因此在近幾年內有更多的學者投入了與 luteolin 

有關的藥理及分子機轉研究。 

2001年 Anastasia Kotanidou 等人在老鼠實驗發現 luteolin 可以降低

由 LPS 引發的致死率以及相關 proinflammatory molecules 的表現 (38)。

2003年 M. Das 等人發現口服 luteolin 可以減少 ovalbumin 致敏小鼠的氣

喘發作，降低血中 IgE 和 bronchoalveolar lavage fluid (BALF) 中 IFN-γ, 

IL-4 , IL-5 的濃度(39)。 2005年 Liisa Tormakangas 在老鼠感染 Chlamydia 

pneumoniae 引發急性肺炎的實驗中發現，腹腔注射 luteolin 可降低老鼠的 

infection load 及肺部發炎現象(40)。在分子機轉探討的部分，於不同的細胞

株所進行抗發炎機轉的研究均認為 luteolin 抗發炎作用是透過調控轉錄分

子 NF-κB 的活性，導致下游發炎相關分子的產量減少(41-44)。 Luteolin 的

抗發炎作用則可能是透過阻斷鈣離子通道及 PKC signalings 而抑制了下游 

histamine、 leukotrienes (LTs)、 prostaglandin D2 (PGD2) 和 granulocyte 

macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) 等過敏物質的釋出(45)。  
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第三節、肺纖維化之病理機轉探討 

一、 肺纖維化的定義 

    瀰漫性肺間質纖維化病變是一種由多種病因所引起的肺破壞性疾病， 

超過 200 多種的肺間質疾病 (Interstitial Lung Disease；ILDs) 都會導致肺纖

維化，包括已知的成因如職業、環境、藥物、高血壓、感染、免疫系統的

異常 (如硬化症或特發性肺纖維化)等，每種病因其確切的發病機制尚未完

全明瞭，但不同病種的肺間質纖維化改變極為類似，其共同的發展是以肺

泡炎、間質性肺炎、肺泡上皮受損及膠原異常聚集為特徵的慢性炎性疾病，

主要症狀為進行性呼吸困難，最終導致呼吸衰竭而死(46, 47)。其中特異性肺

纖維化 (Idiopathic pulmonary fibrosis; IPF) 經確診後平均存活期為 2-4 年， 

5 年存活率為 30-50% (48, 49)。 肺纖維化過程包括肺組織的發炎性損傷、組

織結構破壞以及隨後伴有肺間質細胞積聚的組織修復過程。在此過程中，

肺發炎細胞 (主要為單核巨噬細胞)、肺泡上皮細胞、肥大細胞、內皮細胞

和肺間質細胞 (如纖維母細胞、肌纖維母細胞 )通過分泌細胞激素 

(cytokines)、炎性介質等生物活性物質，發揮直接或間接的作用，活化了膠

原蛋白的基因表現且製造大量的膠原蛋白堆積在細胞間質(50-53)。形態學上

發現，纖維化病變內肺泡Ⅱ型細胞、纖維母細胞、巨噬細胞以及肥大細胞

彼此之間緊密接觸。因此，參與肺纖維化的多種細胞共同構成了一個複雜

的細胞網絡，彼此相互影響 (附圖 3)。研究結果顯示，其中以肺巨噬細胞、

肺泡上皮細胞及肺纖維母細胞在纖維化起始及進展過程中扮演相當重要的

角色。 
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附圖 3.  Pathogenesis of pulmonary fibrosis.(54) 

 

二、 急性呼吸窘迫症候群 (ARDS) 與肺纖維化 

    急性肺損傷 (ALI)，包括細菌性、病毒性引發之肺炎或是吸入性、放射

性損傷等非炎性因素(55, 56)。其中最嚴重的病理反應為急性呼吸窘迫症候群 

(ARDS)，即使施予支持性療法，其死亡率仍在 35-40 % 左右。以 2003 年

引發人類嚴重呼吸道症候 (SARS) 的新型冠狀病毒為例，當此病毒進入宿

主的下呼吸道後，激活人體的免疫系統，尤其是 CD8-T cell 對冠狀病毒感

染的呼吸道上皮及單核球細胞產生過強的免疫反應，初期肺泡內吞噬細胞

增加，第二階段為瀰漫性 ARDS，又稱為激素風暴期 (cytokine storm)，發

炎細胞 (淋巴球、單核球和噬中性球) 聚集、釋放趨化物質及微血管通透性

上升，發炎細胞及血漿滲出至肺泡，引發肺水腫及造成肺泡上皮細胞及肺
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泡微血管內皮細胞損傷，患者之換氣功能受阻，缺氧甚而呼吸衰竭致死。

第三期為發炎細胞活化後釋放大量之細胞激素造成纖維母細胞 (fibroblasts) 

增生，此後多發展成肺部纖維化病變(3, 57, 58)。 

三、免疫細胞在肺纖維化扮演的角色 

肺纖維化是許多原因的肺損傷後不正常的組織修復結果。任何的損傷

刺激都起始於發炎、免疫系統啟動，到最後完成於組織修復。IPF 病人和

實驗動物肺損傷模型的組織都發現有許多的免疫細胞出現在發炎部位，包

括最先出現的 neutrophils 及被趨化而至的 monocyte/macrophage 、

lymphocytes 和 eosinophils (附圖4)。其中 macrophages 和 monocytes 是 

fibrogenic cytokines、chemokines 和 growth factors (TNFα, TGFβ, PDGF 和 

MCP-1) 主要的來源細胞(53)。 這些免疫細胞本身及其所釋放的介質對肺上

皮組織造成輕重不一的傷害，也與纖維化發展關係密切(附表1)。 

 

附表1.  Major mediators expressed by lung cells and their potential roles in 
repair and fibrosis.(59) 
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1.  嗜中性白血球 (Neutrophils) 

在宿主免疫反應中，polymorphonuclear leukocytes neutrophils (PMNs) 

通常是最快抵達感染部位執行吞噬功能的白血球。此外，PMNs 製造許多

cytokines, chemokines 和 growth factors，如 IL-1, IL-6, IL-8, MIP-2, TNFα, 

 granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), arachidonic acid 

metabolites, proteases, reactive oxygen metabolites (ROMs) 和 neutrophils- 

derived complement fragments 等(60, 61 )。在 PMNs 細胞膜上的接受器 (如 

heterotrimeric G protein-coupled seven-transmembrane receptor) 可與C5a, 

platelet-activating factor (PAF) 及CXC chemokines family 結合後引發一連

串的趨化反應。PMNs 對 parenchymal cells 具有相當程度的破壞力，它會

分泌 MMP9 (Gelatinase B), acid hydrolases, low-molecular-weight cationic 

proteins, ROMs 和 lipid secretory products，這些分子會破壞 parenchymal 

cell 並促使  ECM 降解 (62)。在許多的研究中發現 IPF 病人肺沖洗液 

(bronchoalveolar lavage; BAL) 中 PMNs 的含量與症狀嚴重程度有正相關

性而降低 PMNs 的治療策略也可以延緩纖維化的發生。這些研究顯示 

PMNs 在肺泡的發炎反應轉變為纖維化時扮演重要的媒介角色(63)。 

2. 肺巨噬細胞 (Alveolar Macrophages)  

血液單核球細胞遷移到肺部後分化成具防禦功能的肺巨噬細胞，近年

來有許多研究在探討肺泡巨噬細胞的生理功能，包括肺部免疫失調、癌細

胞毒殺作用、發炎及纖維化病變。分布在不同區域的肺巨噬細胞功能略有

不同，在正常人的肺，分布在肺泡內、氣道及上皮表層與吸入空氣充分接

觸的稱為肺泡巨噬細胞 (alveolar macrophages; AMs)，AMs 主要負則第一線

的病原菌毒殺及分泌細胞激素以啟動後續免疫活化等功能，最後 AMs 也

會分泌 IL- 10 以防止過度發炎及非必要的免疫反應，維持肺泡正常生理功
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能。間質巨噬細胞 (interstitial macrophages; IMs) 分布在隔開肺泡的間質組

織，IMs 體積較 AMs 小，吞噬力也較弱，但因細胞表面較多的 MHC Class 

II 和CD54 表現，對 T-cell 有較強的 antigen presenting capability (64)。肺損

傷或發炎時，受單核細胞趨化，從幹細胞分化而來並大量增生的肺巨噬細

胞會使肺泡間質增厚，活化的肺巨噬細胞分泌大量的促纖維化細胞激素 

(TGF-β1, TNF-α, MCP-1 和 insulin-like growth factor; IGF-1)；刺激周圍 

epithelial, endothelial 和 mesenchymal cells 釋放其它纖維化細胞激素，同時

作用於纖維細胞增生和 collagen deposition (65, 66)。 

研究指出肺巨噬細胞對細胞外間質形成/降解的平衡與氣喘或肺纖維

化疾病有某些關聯，肺巨噬細胞分泌的降解酵素 (MMPs, serine, cystine 

protease 和 acid hydrolases；主要是 MMP-1, MMP-2 和 MMP-9) 可分解 

collagen 和 elastin 等 ECM 蛋白(67)。肺巨噬細胞受 cytokines 和 growth 

factors (尤其是TGF-β)刺激時也會分泌降解酵素抑制劑 TIMP 以利組織重

建(68)。通常在 IPF 病人 TIMPs 會有較高的表現。MMPs/ TIMPs 失衡是造

成細胞外膠原蛋白過度堆積甚至纖維化的重要因素。直到近幾年對於肺巨

噬細胞的功能才逐漸明瞭，目前已知肺巨噬細胞具有遷移到肺損傷或發炎

部位並參與組織修復工作，但對於它如何參與纖維化的發展仍有許多問題

有待進一步研究。 

3. 淋巴球 (Lymphocytes) 

淋巴球可區分自身物質和外來的物質。 T 細胞會附著在攜有抗原的細

胞上，並且直接和這些細胞相作用；而 B 細胞藉著分泌抗體(antibodies) 間

接地對付抗原，抗體由體液攜帶並以許多不同的方式破壞特定的抗原或攜

有抗原的物質。免疫系統中有兩種主要 T 細胞，分別是毒殺性 T 細胞 

(cytotoxic T cell)及輔助性 T 細胞 (helper T cell)，它們皆含有 α鏈及 β 鏈
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所組成的 T 細胞接受器 (TCRs)，並用它來辨認細胞上的組織相容性分子

及抗原所形成的複合體 (MHC-Ag)。二者所不同的是：毒殺性 T 細胞以 

αβT 細胞接受器及 CD8 輔助接受器來辨認標的細胞 (target cells)上的第

一型組織相容性分子 (MHC-I) 及抗原，並分泌各種因子 (例如perforin)來

攻擊並破壞這些標的細胞(例如，受微生物感染的細胞或腫瘤細胞)。而輔助

性 T 細胞則以 αβT 細胞接受器及 CD4 輔助接受器來辨認抗原呈現細胞 

(APCs) 上的組織相容性分子 (MHC-II) 及抗原，並分泌介白質(interleukins)

以刺激這些抗原呈現細胞(如 B 細胞或毒殺性 T 細胞)分裂現象並製造抗

體及 T 細胞接受器，用以去除外來抗原(69, 70)。 近年來也有研究討論關於 

T-helper (Th) 淋巴球分泌的細胞激素與纖維化進展的關係，T-helper (Th) 淋

巴球可分為二群，Th1 細胞分泌 IL-2, IL-12, IL-18 和 interferon-γ (IFN-γ)； 

Th2 細胞分泌 IL-4 , IL-5, IL-10 和 IL-13。 Th1 clones 媒介 delayed-type 

過敏反應並與自體免疫疾病有關，升高體內 IgG2a 濃度而非 IgE。 Th2 

clones 刺激 B cells 產生IgE ，與氣喘等過敏反應及 IPF 等慢性纖維化病

變 (chronic fibro-proliferative disorders) 有關。IPF 病人的肺組織相對有較

高的  Th2 cytokines 表現及較少的  Th1 cytokines (例如  anti-fibrotic 

cytokines-IFN-γ 的表現減少) 造成 collagen deposition(71)。 因此，Th2 /Th1

的失衡也是與慢性纖維化病變進展的原因之一。  

四、肺泡上皮細胞 (AEC) 與肺纖維化  

除了免疫細胞之外，肺實質細胞(尤其是肺泡上皮細胞)除了作為肺損

傷的主要標的，同時也參與發炎反應(72)。大量的組織學觀察發現慢性纖維

性肺泡炎病人的肺泡上皮 (Type I 和 Type II) 細胞有非常明顯的變化，

Type I 肺泡上皮細胞被破壞而減少肺泡表面活性物質的製造及運轉，導致

肺泡萎縮和塌陷；Type II 肺泡上皮細胞增生並重新分布於裸露的基底膜之
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上使肺泡壁間質變厚(73)。肺泡上皮屏障的損壞將使得造成肺纖維化的前驅

物質更容易移位至肺泡內，最後上皮細胞會被大量的纖維母細胞及平滑肌

細胞取代，使得修復的過程朝向肺纖維化發展。肺泡上皮細胞受到細胞激

素及 ECM components 的調控，自己也會製造  IL-8,MCP-1,GM-CSF, 

adhesion molecules,proteases,surfactant proteins 和 ECM components。在實

驗動物的觀察中發現，急性肺損傷初期嗜中性白血球劇增，隨後而至的巨

噬細胞和淋巴細胞聚集在肺泡壁(72)，分泌大量的 mediator 刺激纖維母細胞

增生及 ECM 沉積。如果發炎現象沒有結束或被抑制，這些發炎細胞及其

分泌物就會對肺泡上皮造成傷害。在某些嚴重或大面積的損傷，肺泡上皮

被取代而無法再生，正常的組織修復及結構復原便無法完成，也因此產生

纖維化組織 (附圖4)。 

雖然大部分的肺纖維化研究都聚焦於發炎反應、纖維母細胞的活化和 

ECM 沉積，近年來從解剖學及動物實驗都發現 Type II 肺泡上皮細胞增生

為 IPF 的病理特徵之一(47, 51, 56)；許多 IPF 病人以抗發炎藥物或免疫抑制劑 

(steroids and/or immunosuppressive drugs) 治療並無明顯改善。因此AECs在

損傷/發炎之後的 dysregulated repair、 abnormal mesenchymal cell activation

都 扮 演 重 要 角 色 。 近 來 有 許 多 研 究 都 指 出  AECs 具 有

epithelial-mesenchymal transition (EMT) 的能力，在 TGF-β 刺激下會轉變為

具 myofibroblast phenotype 的細胞，證明了纖維化時期 AECs 也可作為 

myofibroblast 的來源細胞(74-76)。  

在胚胎發育期間 EMT 促使細胞移動以形成新的器官(77, 78)。 EMT 的

轉變代表細胞從原本上皮細胞 (epithelial cell)分化成具有爬行能力的 

mesenchymal cell。細胞進行 EMT 時，cell junctions 發生變化，原本緊密

連接的細胞彼此脫離並失去上皮細胞該有的極性 (epithelial polarity)，新的

結構蛋白(vimentin 和 α-smooth muscle actin; α-SMA) 產生，改變了細胞的
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形態並增加爬行能力 (migration)，因此從外觀型態 (e.g. change from a 

cuboidal cell shape to an elongated or spindle-shaped form) 及一些 epithelial 

markers (E-cadherin) 和 mesenchymal markers (vimentin 和 α-SMA) 的表

現即可觀察 EMT 的變化。在各種器官的纖維化也可觀察到 EMT 的進

行，例如:在腎性糖尿病患者的腎小管間質部纖維化病灶發現 renal proximal 

tubular cells 的 α-SMA 表現明顯增加(79, 80)。 

   EMT 會在  epidermal growth factor (EGF), hepatocyte growth factor 

(HGF), fibroblast growth factors (FGF)，尤其是  TGF-β 及  extracellular 

matrix components  (通常是collagen ) 刺激下進行。包括肺纖維化的在內的

器官纖維化過程中，TGF-β 被認為具 “master switch” 的能力，是促進 EMT 

及造成纖維化的主因(81, 82)。 肺泡上皮細胞細胞膜表面的 TGF-β 接受器與

活化態的 TGF-β 結合後會活化細胞內的轉錄因子 Smad proteins，引發下游

基因轉錄調控或活化其它轉錄因子 (如 Slug, Snail, Scatter, lymphoid 

enhancing factor-1 和 β-catenin)(83)。這些轉錄因子都與 “EMT proteome” 

(junctional disassembly, cytoskeletal rearrangement 和 cellular motility) 的調

控有關(84)。  

    綜合以上所述，肺泡上皮細胞在纖維化的過程中不再是被動的旁觀

者，Adamson 等人認為持續的 AEC injury 和遲緩的上皮修復都是促進纖

維病變的原因(72, 85)。分化後的 AEC 不但沒有促進組織再生及修復功能，

還會製造多種的 profibrotic cytokines，與相鄰的纖維細胞組成聯繫的網路，

促進彼此的 proliferation/survival 及功能。 
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附圖 4. Summary of cellular and cytokine networks in chronic stages of lung 
injury and fibrosis.(59) 
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五、肺纖維母細胞 (Lung fibroblasts)、肌纖維母細胞 (Myofibroblasts) 與肺

纖維化  

雖然肺纖維化的成因各異，但異常的 ECM 蛋白沉積破壞了正常的組

織結構是共同的特徵，而這些 ECM 蛋白即是由佔據纖維化區域的一群

mesenchymal cell 所製造(86)。肌纖維母細胞是一種型態上介於平滑肌細胞和 

纖維母細胞並大量表現 α-SMA 的 mesenchymal cell，出現在損傷部位負責

傷口的癒合，並製造大量的 ECM 蛋白以修補受損區域。正常狀態下，肺

纖維母細胞少量地分布在組織間隙，損傷訊號或發炎激素的趨化會使附近

或血液中的  fibrocytes 聚集到受損部位 (87) ，這些具有 proliferation 

marker-positive nuclei 的纖維母細胞快速增生或分化為具 stress fiber 的肌

纖維母細胞(附圖5)。在不正常的組織修復及纖維化區域都有大量的 纖維母

細胞和肌纖維母細胞的分布。肺纖維母細胞和肌纖維母細胞分泌 matrix 

degrading enzymes 以分解受損組織，也同時合成新的 matrix 填補空缺 (附

圖6)。 

相較於其它肺部細胞，肺纖維母細胞主要功能為損傷後的組織修復工

作，因此較能抵抗各種傷害而存活。在正常的傷口癒合過程肌纖維母細胞

會逐漸減少，肺纖維化的進展表示正常的傷口癒合動作無法停止，肌纖維

母細胞持續地表現。在正常的情況下，肌纖維母細胞是經由 apoptosis 途徑

消失(88)，in vitro 研究發現在纖維化老鼠的肌纖維母細胞由 IL1β-induced 

apoptosis 相關的 antiapoptotic protein Bcl-2/proapoptotic protein Bax 表現與

正常老鼠的 肌纖維母細胞 不同，顯示它有較強的抗凋亡能力(89)。此外， 

TGF-β1 可促進肌纖維母細胞分化和增生，在 bleomycin-induced pulmonary 

fibrosis model 發現阻斷 TGF-β1 signaling 也會減少肌纖維母細胞的數量

(90)。 
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許多 growth factors 和 cytokines 會調控 fibroblasts 的遷移、增生、分

化和 ECM 的合成/分解， 而這些 fibrogenic cytokines 多半也是 fibroblasts 

自己活化後所分泌的。 纖維母細胞和肌纖維母細胞在纖維化的過程中扮演

的角色越來越受重視，不僅如同發炎細胞一樣會分泌多種  fibrogenic 

mediator，而且是 ECM 的主要製造者。有許多的 fibrogenic cytokines，像 

TGF-β, PDGF, GM-CSF, FGF, TNF-α, IL-4 和 IL-13，會增加 α-SMA 及 

ECM 蛋白的表現，其中 TGF-β 是最重要的一種，而 IFNγ 和 IL-1β 則會

減少 α-SMA 及 ECM 蛋白的表現(91-93)。 

 
 
 

 
 

附圖 5.  TGF-β1 induced myofibroblasts differentiation.(94) 
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附圖 6.  Summary of the key pathogenetic mechanisms of fibroblast and 
myofibroblast in lung injury and fibrosis.(59) 
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六、胞外間質蛋白與損傷修復 

肺組織的 extracellular matrix (ECM) 由 collagen (尤其是 types I, III), 

elastin, proteoglycan, fibronectin 及少量其它蛋白所組成。肺損傷會破壞 

ECM 結構，之後的修復與重建 (repair and remodeling) 工作極為重要，包

括巨噬細胞、肺泡和支氣管上皮細胞、內皮細胞和纖維母細胞都能製造 

ECM components。為了填補損傷造成的空洞，AEC 快速的增生或分化並重

新分布到裸露的區域形成新的障壁；同時也經由活化 anti-fibrinolysis 系統

促進血塊形成。在正常的情況下，fibrinolytic 系統也會同時啟動以形成細

胞爬行的通道。在肺纖維化時，AEC 高度表現 potent procoagulant factor  

和 plasminogen activator inhibitor (PAI-1, PAI-2)，將不利於細胞的爬行及修

補功能，不正常的組織修復會使傷口結痂及纖維化。此外，發炎細胞分泌

的發炎激素、 chemokines、生長激素和間質分解蛋白酶 (例如 MMPs) 會

促使纖維細胞聚集、增生和分化。 AEC 和肌纖維母細胞分泌的 MMP-2 和

MMP-9 (gelatinase A 和 B) 會加劇基底膜 (尤其是 type IV collagen) 的破

壞，有利於 fibroblast/肌纖維母細胞 爬行、增生和新產生的 ECM 堆積(95)。

在 IPF 病人肺組織可觀察到分布在基底膜損傷區域的肌纖維母細胞 有高

度的 MMP-2 和 MMP-9 表現。不正常的組織修復造成纖維化也代表正常

肺組織的功能被這些沒有功能的結締組織取代。 

基質金屬蛋白酶  Matrix Metalloproteinases (MMPs；zinc dependent 

matrix degrading proteinases) 為分解 ECM 的一群具有共同基本型態的蛋白

水解酶，在人類 MMPs family共有 23 個成員，MMPs 可根據其結構及受

質類型被分類。最重要的一類包括: collagenases, gelatinases, stromelysin, 

matrilysin 和 membrane-anchored MMP [membrane- type (MT)-MMP] (96)。

MMPs 會以 inactive proenzymes 被分泌，到了細胞外再被切成活性片
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斷，細胞也會分泌 TIMPs1-4 抑制 MMPs 的活性，換言之 MMPs 的活性

被 TIMPs 精密地監控著，以維持正常組織的恆定狀態(97)。包括 neutrophils, 

AMs, AEC 和  肌纖維母細胞  在內的許多細胞分泌不同功能的 MMPs 

/TIMPs 到細胞外，與 ECM, integrins, growth factors 和 parenchymal cells 

密切的合作以維持正常狀態的肺組織結構與功能。肺在急性或慢性發炎發

生後，MMPs 的表現增加對修復期的再上皮化(re-epithelialization)來說非常

重要。最近的研究發現，在 IPF 病人肺組織 TIMPs 表現高於 MMPs，這

使肺組織處於非分解性膠原纖維的微環境。此外， TGF-β 會透過抑制纖維

母細胞的 MMP-1/ MMP-2、增加 TIMP 的合成與分泌以減少膠原纖維的分

解，所以 MMPs /TIMPs 的調控失衡也是造成組織纖維化的原因之一(96, 98)。 

七、TGF-β1 與肺纖維化 

1. TGF-β 結構及活化的調控 

乙型轉型生長因子(TGF-β) 是一群多功能的細胞激素，至今以有超過40

個家族成員被發現(99, 100)，TGF-β superfamily 分為三大類：TGF-β family, 

bone morphogenetic protein (BMP) family和activin family，它們具有共同的結

構、類似的訊息傳遞路徑和重疊的生物活性。在哺乳類生物有三種已知的 

TGF-β isoforms (TGF-β1-3)被確認，其中TGF-β1與肺纖維化的關係最為密

切。TGF-β1與 latent TGF-β binding proteins (LTBPs)結合成 latent precursors 

complex 分泌(101)，與 latency-associated protein (LAP)形成大複合物結合於

胞外基質(102) (附圖7)，經過活化的 TGF-β1才能產生生理活性。 在體外，

latent form TGF-β1 可經加熱酸化處理而被活化；在生物體中至少有三條活

化路徑：(1)主要的活化路徑，是透過與 epithelial cell integrin αvβ6 結合造

成結構變化而產生活化態的 TGF-β1，作用於鄰近細胞的 TGF-β1 

receptors，(附圖8) (2) 與 matrix protein thrombospondin-1 (TSP-1) 結合，(3)
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被蛋白酶 (plasmin, MMP2, MMP9, elastase, or cathepsins) 分解成活化態 

TGF-β1 (附圖9)(103-105)。TGF-β1 分泌及作用的調節不僅取決於轉錄、轉譯、

分泌和活化等環節，還受 TGF-β1 接受體的數量及其他細胞激素的相互作

用等複雜因素影響。 

TGF-β1 能發揮各種調節功能有賴於其在細胞膜表面的專一性受體，至

今已發現三種與 TGF-β1具高親和性的受體：TβRI、TβRII 和 TβRIII，

TGF-β1 必需同時與 TβRI 和 TβRII 結合才能將訊息往下傳遞。TβRI 和 

TβRII 均為穿膜的 serine/threonine kinase receptor ，TβRI 又稱為活化素受

體激酶 (avtivin receptor like kinases, ALKs) (附圖10)，其位在細胞質內近膜

區的 serine/threonine kinase domain 能被 TβRII 磷酸化，TβRII 則具有自

我磷酸化的功能。當活化態的 TGF-β1 與標的細胞膜上的 TβRII 結合使其

自我磷酸化，接著靠近並活化相鄰的 TβRI。被活化的 receptor complex接

著將下游的receptor-regulated Smads (R-Smad; Smad2 and 3 for TGF-β/activin) 

在 MH2 domain的C-terminal serine residues SXS (S465/S467) 磷酸化 

(106)，促使 common mediator Smad (Co-Smad; Smad 4) 與 R-Smad結合成 

heterodimer，被活化的 R-Smad/Co-Smad complex 隨即 translocates 到細胞

核，與 co-activators 或 co-repressors 結合共同調控下游分子的轉錄表現

(107)。此外，inhibitory Smad (I-Smad; Smad6 and 7) 透過分解 TβRI 而減弱 

TGF-β1 的訊號傳遞(附圖11)。雖然大多數學者公認 Smads 蛋白是細胞內負

責將 TGF-β1 刺激所產生的訊息傳遞至細胞核的傳遞者，但也有其它的傳

遞路徑被討論過，例如在 primary intestinal epithelial cells 和 breast cancer 

cells lines ， TGF-β1 會 活 化  Ras, extracellular signal-regulated kinase 

1/2(ERK1/2) 和 c-Jun N-terminal kinase (JNK)；在murine mesengial cells，

TGF-β1 會活化 protein kinase A (107)。 
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2. TGF-β 的生理功能 

    TGF-β 家族成員對許多的組織和器官有著廣泛的生理作用，它們參與

細胞各項的活動包括細胞生長、認知、分化、凋亡、胚胎發育期及成熟組

織的特化(100, 108)，TGF-β 成員中以 TGF-β1 與組織癒合的關係最為明確，

很多不同種類的細胞都能製造 TGF-β1來調控細胞的生長、分化和增加胞外

間貭蛋白的分泌。在正常的生理環境中，TGF-β1 經由調控細胞週期相關分

子的表現而抑制細胞生長，例如：cyclin kinase inhibitors p15INK4b, p21CIP1和 

p27KIP(109)；此外 TGF-β1 也會經由Smad-dependent 或  Smad- independent 

pathway (包括MAPK pathway 和 PP2A/p70S6 kinase pathway) 抑制細胞生

長(109)。在正常細胞，TGF-β1 通常會透過增加胞外間質分泌及抑制其分解

而促進細胞的黏著(99)。TGF-β1 在癌細胞發展的不同時期有不同的調控 (105, 

110)，在早期，TGF-β1 扮演抑制者的角色抑制癌細胞分裂；當癌細胞進入生

長抑制抵抗期而快速發展時，TGF-β1 則會製造利於癌細胞增生及轉移的微

環境，一旦進入惡性期，TGF-β1 就對癌症的發展與轉移產生很大的影響。

在許多器官的癌細胞都可發現 TGF-β1 大量的表現，大部分的研究也認為 

TGF-β1 透過增加 MMP 和 uPA 的表現促進癌細胞的侵潤。 例如在癌化

的上皮細胞發現，TGF-β1 透過活化 Smads (83) 或MAPKs (111) 使 MMP2 和 

MMP9 的表現增加；在人類卵巢癌細胞發現，TGF-β1 透過活化 Src 或 

Smad 增加 uPA 和 PAI-1 的表現 (112, 113)。 
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3. TGF-β1 與肺纖維化 

    TGF-β1 由血小板、巨噬細胞和內皮細胞等產生，它能促進纖維母細胞

趨化、產生膠原 (collagen I, III, IV, V) 和纖維連接蛋白並抑制膠原降解，

對器官纖維化有重大的影響(114)。 TGF-β1 刺激周圍細胞分泌 fibrogenic 

cytokines (例如 TNF-α, PDGF, IL-1β 和 TGF-β1)，TGF-β1 本身可促使肌纖

維母細胞分化，並透過 PDGF 刺激纖維母細胞增生；透過 IL-1β 抑制纖維

母細胞凋亡。TGF-β1 造成胞外膠原沉積的原因如下：(1)增加纖維母細胞 

collagen、fibronectin、proteoglycans 和其它 ECM components 的mRNA表

現，(2)抑制 plasminogen activators、  MMPs 和  elastase 的表現並增加 

TIMPs、PAI-1 和 PAI-2 的表現以減少新產生的 ECM 降解 (98, 115) 。 從

肺纖維化病人及實驗動物的肺組織都發現活動病灶內有有高度 TGF-β1 表

現；給予 TGF-β1 抗體可減緩纖維化的程度(116, 117)，且不會引起明顯的免

疫干擾(118)。因此，以 TGF-β signaling pathways 為靶點的治療策略將是研

發抗纖維化藥物很重要的一個方向 (119)。  
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附圖 7. Synthesis and organization of latent complexes of TGF-β. (102) 
 
 
 

 
 

附圖 8.  Model of the consequences of αvβ6 integrin-mediated activation of 
TGF-β by alveolar epithelial cells.(102)  
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附圖 9. Pre- and postreceptor regulation of TGF-β1 signaling. Latent TGF-β1 
can be activated by proteases (such as MMPs, plasmin) and by binding to TSP-1 
or the integrin avb6, expressed on epithelial cells.(120) 
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附圖 10. Signaling specificity in the TGF-β superfamily. Classification of the 
mammalian Smad signaling cascade into activin/TGF-β and BMP pathways. (121)  
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附圖 11.  Mechanism of signal transduction mediated by TGF-β.(122) 
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八、 國內外有關肺纖維化治療之研究 

1. 中醫對肺纖維化的研究 

   中醫認為本病屬於肺痹的範疇，“痹＂有痹阻之義，本病是正氣本虛反

復外感，邪舍於肺，肺氣痹阻而成。肺痹一病，其病名始見於黃帝內經，

認為皮痹不愈，反復感邪，內舍於肺，發為肺痹，素問·痹論：“肺痹者，

煩滿，喘而嘔。“淫氣喘息，痹聚在肺＂。現代中醫對肺痹進行了較為深

入的研究，對肺痹的概念、證候特點、病因病機、診斷依據、治療方法進

行了較為系統的論述。該病呈慢性進展，臨床表現出急性發作期和緩解期；

感染常為急性發作的誘因又是病情加重的條件。急性發作期(肺泡炎期)病

程較短，以肺泡炎症滲出為主，中醫辨證多屬實證，以痰、瘀、熱、毒等

阻滯肺絡最為常見。在間質纖維化期(慢性遷延期)，肺泡間隔多有纖維結

締組織增生和纖維化形成，病程日久，遷延不愈，病機多屬因實致虛，絡

虛不榮，虛實夾雜，以氣虛血瘀痰阻之證最為常見，辨證治療常選擇現代

藥理中具有明確的逆轉肺纖維化的藥物及具有調節免疫功能的藥物相結

合。通肺活血主要應用生黃耆、金銀花、當歸、丹參、鬱金、旋覆花等藥，

傳統藥性認為生黃耆“補五臟諸虛＂，在這裏還取其“能通調血脈，流行

經絡…＂的作用。 現代藥理研究還指出生黃耆、當歸皆可調節免疫功能，

其中生黃耆、丹參有逆轉肺、肝纖維化的作用。臨床可結合不同患者的病

情隨症加減治療。中醫認為分期論治及活血化痰通絡是肺間質纖維化的根

本大法，肺絡痹阻是肺間質纖維化的基本病機特點，但在不同時期其病機

發展重點則有所區別。 急性期：常因外感六淫誘發，以痰、瘀、熱、毒等

阻滯肺絡最為多見。因此，解表化痰通絡和清熱利濕解毒、活血化痰通絡

為肺纖維化急性期常用之法。 (1) 解表化痰通絡：肺纖維化常因外感六淫

誘發、加重和惡化，尤以風寒襲肺、風熱犯肺、風燥傷肺之證最為多見。

“絡以辛為泄＂，因此若因風寒襲肺誘發者，治以辛溫解表、散寒通絡，
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小青龍湯加減，藥如炙麻黃、桂枝、白芍、乾薑、 細辛、五味子、制半夏、

厚朴、杏仁、甘草等。若因風熱犯肺誘發者，治以辛涼解表、化痰通絡，

銀翹散加減，藥如金銀花、連翹、荊芥、薄荷、牛蒡子、淡豆豉、桃仁、

杏仁、漏蘆等。 (2) 清熱利濕解毒，活血化痰通絡：肺纖維化急性期痰濕

內阻，鬱而化熱，蘊久成毒，毒瘀阻絡而為肺痹。因此，清熱利濕解毒，

活血化痰通絡為肺纖維化急性期常用治法。藥如全栝樓、黃芩、清半夏、

當歸、浙貝母、苦參、連翹、郁金、牡丹皮、丹參等。慢性遷延期：絡虛

不榮，虛實夾雜為慢性遷延期病機特點。“大凡絡虛，通補最宜＂(葉天士

引臨證指南醫案)，故通補兼施，寓通於補為肺纖維化慢性遷延期總的施治

原則(123, 124)。 (1) 益氣活血，化痰通絡：肺纖維化反覆發作，遷延不愈，終

致氣虛、血瘀、痰阻，本虛標實，虛實夾雜。氣虛血瘀痰阻為肺纖維化慢

性遷延期最常見證候之一，故益氣活血、化痰通絡法為肺纖維化慢性遷延

期的主要治法。藥如黨參、黃耆、赤芍、川芎、地龍、桂枝、法半夏、旋

覆花、皂角刺、白芥子等(125)。(2) 益氣養陰，化瘀解毒通絡：放射性肺炎

以及彌漫性間質性肺病長期應用糖皮質激素後易出現氣陰兩虛，瘀毒阻絡

證候。因此，益氣養陰，化瘀解毒通絡為其常用治法。藥如太子參、沙參、

麥冬、五味子、百合、當歸、丹參、牡丹皮、浙貝母、海蛤殼等(126)。中醫

重視整體治療，善於通過調整整個機體功能治療疾病。對於肺纖維化，在

採用”活血化瘀”法的同時，兼顧 ”扶正、補虛、健脾、益氣” 和 ”補腎” 等

措施，往往能提高抗纖維化的療效。 

 

 

 

 



 

 40

2. 西醫治療藥物 

肺纖維化是一種進行性且不可逆的疾病，至今尚未有任何藥物可有效

阻止其病程進展。肺纖維化的傳統治療包括類固醇單獨或併用免疫抑制

劑，類固醇在肺泡炎性期可能有效，但在廣泛間質纖維化期則難有改觀(127)。

目前關於肺纖維化的治療研究最多的是針對肺泡巨噬細胞所分泌的細胞激

素及拮抗劑，如 IL-1、 TNF-α、 TGF-β和 IFN-γ等(128, 129)。另外，直接抑

制纖維母細胞增生的藥物，如 pirfenidone， 在 bleomycin 引發的肺纖維化 

實驗中可減輕實驗老鼠的肺纖維化，in vitro 實驗中可降低纖維母細胞產生

TGF-β1 並減少細胞外膠原蛋白的沉積(130, 131)。 由於西方醫學對肺纖維化複

雜的過程及機轉越來越清楚，也認為不同的病理階段可能需要不同的治療

策略，與中醫講求的＂分期論治＂之治療原則不謀而合。近年來也有許多

的中草藥被用在治療肺纖維化的研究，例如，從中藥雷公藤抽取出之成分

PG-490-88 具有免疫抑制的作用，在發炎期或發炎後期治療實驗動物的肺纖

維化均有成效，同時有抗發炎及抗纖維化的作用(132)。因此，經由對疾病機

轉充分的瞭解將有助於證明傳統中醫藥的有效性。    
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第四節 人體的免疫系統與發炎反應     

一、 先天性免疫     

    人體的免疫系統依其功能可分成二大類: 先天性免疫 (innate immune 

response) 和後天性免疫 (acquired immune response)，先天性免疫是保護人

體的第一道屏障，它是由非特異性作用來達到防禦各種不同感染性病原的

功能。先天性免疫有二道防線，第一道防線由皮膚、黏膜及其分泌物組成，

均具有抵制病原體等外來異物侵犯的能力，有助於摧毀一部分病原體。第

二道防線則包含了吞噬細胞的吞噬作用以及發炎反應。吞噬細胞可分為單

核球 (monocytes)及多形核顆粒球 (polymorphonuclear leukocytes; PMN)。單

核球則是指：「專業性」之吞噬細胞－巨噬細胞 (macrophage) 及抗原呈現

細胞  (antigen presenting cells; APC); 多形顆粒球則包括嗜中性球

(neutrophils)、嗜鹼性球 (basophils)、嗜酸性球 (eosinophils)、肥大細胞 (mast 

cell)及血小板  (platelets)。吞噬細胞的功能是藉由 pattern recognition 

receptors 辨識外來病原體的表面受體作用分子，並釋放出一些發炎反應相

關物質直接毒殺外來的病原體，例如：細胞激素、溶酶體、過氧化物 (peroxide) 

及氮化物 (NO)，或是引起更多連鎖反應來攻擊病原體，如果說第一道防線

還不足以消滅外來病原體時，此時，就會啟動第二道防線：後天性免疫系

統，活化 T 細胞和 B 細胞。細胞激素風暴 (cytokine strom) 是當人體受到

病毒感染時，免疫系統的 T 細胞會產生細胞激素(cytokine，包括干擾素 IFN-γ 

以及腫瘤壞死因子 TNF-α)，使巨噬細胞活化並且具有吞噬外來的病毒的能

力。巨噬細胞完成任務之後，又會釋放細胞激素，活化 T 細胞。巨噬細胞

與 T 細胞在細胞激素的作用之下，雖然成功抵禦外來的病原體，但是過度

的免疫反應也會傷害人體細胞，造成身體發燒、發炎、血管擴張、組織細

胞急劇的壞死、血球總數低下與血球吞噬現象等症狀。此時人體自然的抗

病毒系統不僅不能保護人體免受病毒的侵襲，反而還成為致死的因素。 
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二、肺泡巨噬細胞 

為了防止入侵者的傷害，肺部有一套嚴密的防禦機制以排除吸入的粒

子和微生物體。以結構上來區分，肺部的防禦機制可分為上呼吸道區及肺

泡部分，上呼吸道及主要支氣管透過機械障壁、咳嗽反射、纖毛運動和分

泌免疫球蛋白 (Ig A) 等防護保護肺部，黏膜層之下佈滿 dendritic cells 抓

住任何侵入生物體並且將它們帶到附近的淋巴結。逃避過氣道防禦機制病

原菌進入到肺泡時，啟動宿主細胞性免疫反應，病原菌會被充滿在 IgG、

補體、surfactant 和 fibronectin 環境下的肺泡巨噬細胞所吞噬，並且隨時可

啟動嗜中性球及淋巴球的聚集。從 bronchoalveolar 灌洗出的細胞中，肺泡

巨噬細胞占了85%，他們來自於骨髓母細胞分化成周邊單核球，循環到不同

組織後特化成組織巨噬細胞。肺泡廣大的表面積與外界空氣接觸時也增加

了感染的機會，相較於其它組織的巨噬細胞，肺泡巨噬細胞具有較強的吞

噬能力及反應性(133)。肺泡巨噬細胞通常是在下呼吸道內唯一的吞噬細胞，

除了數目相當多之外，也具有廣泛的生理功能，它能夠自由移動，吞噬進

入肺部的微小顆粒、侵入的微生物和死細胞的碎片，也能作為抗原呈現細

胞來活化其他免疫細胞，並且防止一些不正常細胞生長和修補肺部的實質

組織等，可說是肺部免疫反應的第一線防禦細胞，不單具有先天免疫功能，

同時也可以啟動後天性免疫(134)。 

 
  肺泡巨噬細胞在活化後透過分泌酵素、補體、發炎媒介物、細胞激素

等物質引發一連串的發炎反應。發炎反應起始於 IL-1α、IL-1β 或 TNF-α 

的釋放並刺激肺泡周圍釋放 chemokines (IL-8, MIP-1α/β, RANTES or 

MCP-1/3)、生長激素 (GM-CSF, G-CSF or M-CSF)，促使內皮細胞及上皮細

胞黏附分子表現，發炎激素活化了臨近的細胞並吸引血液中的免疫細胞至

發炎部位，同時活化 cyclooxygenase 將 arachidonic acid 轉變成脂質分子
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(thromboxane A2, LTB4, 5-HETE, PGE2 和 PGD2)，增大血管通透性及誘發嗜

中性白血球的趨化反應 (chemotaxis)。導致嗜中性白血球和血漿蛋白如抗體 

(antibody) 及補體 (complement) 等滲出血管到達受感染的地方。發炎細胞

也會分泌一些抑制分子以調控發炎反應，例如 IL-1 receptor antagonist 

(IL-1Ra) 或 TNF-soluble receptors (TNFsR55 or TNFsR75)，巨噬細胞也會分

泌 IL-10 以抑制 IL-1 與 TNF 的釋放，避免產生過度的發炎反應。巨噬細

胞製造 lysozyme 可將吞入的病原菌分解。 Defensins是一帶正電蛋白質，

可殺死大部分的格蘭氏陽性菌、格蘭氏陰性菌和黴菌。巨噬細胞分泌的活

性氧化物  (Reactive oxygen intermediates; superoxide anion, hydrogen 

peroxide, hydroxyl radicals) 或活性氮化物 (Reactive nitrogen intermediates ; 

nitric oxide, nitrites or nitrates) 也參與了微生物甚至是癌細胞的毒殺作用(135) 

(附表2)。  

    在細胞激素的調控下，肺泡巨噬細胞分泌 metalloelastases, collagenase, 

metalloproteases (MMP1, MMP9) , TIMPs 和 urokinase 等細胞外間質蛋白

分解或抑制分解的酵素以參與肺部損傷後的重建與修復，同時也分泌乙型

轉型生長因子(TGF-β) 有助傷口癒合。    
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附表 2.  Macrophage-secretory products.(135)          

  

 

三、LPS與 Toll-like receptors   

    巨噬細胞的免疫調體作用 (opsonization) 是促進病原菌吞噬作用即引

發免疫反應最主要的機轉，三種不同功能的接受器：  Fc receptors, 

complement receptors 和  lectin receptors 扮 演 著 重 要 的 角 色 。 (1) 

immunoglobulin G (Ig G) receptors： FcγRI , FcγRII, FcγRIII， (2)肺泡巨噬細

胞有三種 complement receptors 其中最重要的是CR1 (CD35) receptor，它對

C3b 具高度親和性而與 iC3b 及 C4b 為低親和性；CR3  (MAC-1, α-chain 

CD11b, β-chain CD18) 它對 iC3b 具高度親和性而與 C3dg 及 C3d 為低

親和性；CR4 (α-chain CD11c, β-chain CD18) 與 iC3b 結合。 (3)在肺泡巨

噬 細 胞 為 數 眾 多 的  phagocytosis-associated receptors (lectin-binding 

receptors)(66) (附表 3)。除此之外還有接受 autocrine 活化的 cytokine 

receptors，例如 interleukin-1 receptors (IL-1R) 和 TNFR。 
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附表 3.  Ligands recognized by alveolar macrophages via receptors.(66) 

 

 

巨噬細胞靠著細胞表面的 lectin-binding receptor 來辨識病原菌。其中

包含了 macrophage mannose receptor, macrophage scavenger receptor 及

CD14。Macrophage mannose receptor 利用其結構上的 cysteine rich domain 

與病原菌的mannosylated antigens 結合，將它帶往次級淋巴器官處。

Macrophage scavenger receptors 可與帶電荷的 ligand 結合，並且會修飾細

胞內的蛋白質與低密度脂蛋白 (low density lipoprotein)。所有細菌細胞壁主

要成份為肽聚醣 (peptidoglycan)，格蘭氏陽性菌外膜帶有磷壁酸 (teichoic 

acid)，格蘭氏陰性菌外膜帶有脂蛋白(lipoprotein) 和脂多醣類 (LPS)。吞噬

細胞表面具有的分子圖案辨識受體 (pattern recognition receptor)，可以和病

原菌上不同的分子圖案結合，例如 CD14 可與細菌的脂多醣 LPS 結合。

當這些細胞表面的 receptor 辨識到病原菌時，巨噬細胞會產生吞噬作用，

將病原菌包圍起來形成 phagosome，接著與細胞內的 lysosomes 融合在一
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起形成 phagolysosome，存在 lysosomes 內的抗微生物蛋白質及酵素會將病

原菌分解。另ㄧ方面，巨噬細胞受到不同的刺激 (內生性或細胞外來) 會造

成不同訊息傳遞分子的活化(附圖12)。  

    LPS 會與LPS binding protein (LBP) 形成複合物。LBP 在人體血液中

的正常濃度為 3-10 μg/ml。當體內經過急性反應 (aute phase response) 後，

血液中的 LBP 濃度會上升，LBP-opsonized particles 會與巨噬細胞表面的 

CD14 結合。在哺乳類細胞中，LPS 也會被一種 toll-like receptor 4 (TLR4) 

辨 認 ， 將 訊 息 往 下 傳 遞 啟 動 共 同 調 適 蛋 白  MyD88 和 IRAK 

(IL-1R-associated kinase)，接著活化 NF-κB, AP-1與 IRF3，啟動許多發炎相

關基因的轉錄，引發後續的免疫反應。 TLR4 會與一胞外附屬蛋白 MD-2 

在巨噬細胞的表面形成複合物，此複合物具有 LPS signaling receptor 的功

能。TLRs 是屬於穿膜蛋白 (transmemberane proteins)，目前在人類發現有

10 種 TLRs 分子，這些分子都有一個共同的細胞膜外 leucin rich domin 和

細胞內 domin，每ㄧ種 TLR 與特異的 ligan 結合會誘發特定的基因表

現，因此宿主對於不同的感染原才能產生適當的反應 (136) (附圖13)。 

Katsuhisa Oshikawa 等人的研究指出肺泡巨噬細胞在 LPS, TNF-α 和 

IL-1β 的刺激下 TLR2 的表現會明顯增加而 TLR4 則無變化，推測 TLR2 

的表現會使肺泡巨噬細胞與更多的 TLR2 ligands 結合，加速肺部對細菌性

感染時的先天性免疫反應。 TLRs 的活化可以引起ㄧ個共同的訊息傳遞路

徑 (common signaling pathway)以活化蛋白激酶 (protein kinase)，及轉錄因

子 nuclear factor-κB (NF-κB) (附圖14)、activating protein 1 (AP-1)等，誘發

許多發炎媒介物的基因表現，包含TNF-α、IL-1 及 IL-6、granulocyte colony 

stimulating factor (G-CSF)、GM-CSF、M-CSF、IL-8、monocyte chemotactic 

protein 1 (MCP-1) 及 iNOS 等(137) (附圖15)。 
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附圖 12.  Innate and acquired immune activation of macrophages.(134) 
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附圖 13.  TLR and their ligands.(138) 
 
 

 
附圖 14.  TLR signaling pathway.(139)  
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附圖 15.  LPS stimulation of monocytes activates signaling pathway.(137)  
 
 

四、巨噬細胞所釋放的細胞激素 

1. TNF-α 

    1985 年，L. Old’s 在動物體內 (in vivo)及體外 (in vitro)的實驗都發

現，當老鼠經過 LPS 的注射後，血液中產生的一種蛋白質會造成某些老鼠

的腫瘤壞死，因此開啟了腫瘤壞死因子的研究。後來的科學家 O'Malley 等

人証實 LPS 對於壞死腫瘤的能力不是直接的，而是血清中的某種被誘導出

的物質所造成的，隨後Carswell等人將其命名為腫瘤壞死因子(140)。體內大

部分的細胞都會產生  TNF-α，如巨噬細胞  (macrophage)、淋巴球 
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(lymphocyte)、肥胖細胞 (mast cell)、多型核白血球(PMN) 等，其中又以巨

噬細胞為最大宗的來源 (141) 。 TNF-α 是一種很重要的促發炎激素

(proinflammatory cytokine)，許多因素都可誘發細胞產生 TNF-α，像是寄生

蟲、細菌、病毒或腫瘤細胞產生之外源性或內源性物質，都會活化細胞產

生 TNF-α 來引發局部或全身性的發炎反應。在急性發炎期，TNF-α  能增

加血管內皮細胞的附著因子，進而吸引嗜中性球和巨噬細胞到被感染部

位，也能促進吞噬作用和清除病原菌及細胞碎片，TNF-α 也會透過活化其

他細胞釋放更多的TNF-α 和 IL-1, PGE2, NO 等物質以放大或延長發炎反

應。正常情況下在局部傷害反應過後，TNF-α 的濃度會降低以限制發炎反

應。在急性發炎期，局部性產生的 TNF-α 是有利於宿主，然而系統性的過

度表現可能會造成全身性的水腫 (systemic capilliary leaking syndrome)、低

血壓、敗血症性休克(sepsis) 及多重器官衰竭，最後死亡；而持續性的表現，

則對於局部的組織造成慢性發炎，導致其他疾病，像是器官纖維化的發展。

TNF-α 的另一功能是經由 Fas ligand 參與細胞凋亡 (apoptosis) 的訊息傳

遞。 

在許多肺部疾病的研究中證實 TNF-α 在病理過程中扮演著重要的角

色。例如: interleukin (IL)-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, granulocyte macrophage 

colony stimulating factor (GM-CSF), interferon-γ ( IFN-γ ), TNF-α 等，都參與

了氣喘的發炎反應。其中，TNF-α 是一種促發炎細胞激素，同時也會促使

相關的附著分子 (adhesion molecule)，如：E-selectin, vascular cell adhesion 

molecule-1 (VCAM-1) 以及 intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) 的

表現，對嗜中性白血球及嗜酸性白血球這兩種與發炎反應有關的細胞而

言，也是一種趨化性的細胞激素  (chemotactic cytokine)。  1997 年 

Olivenstein R等人在動物實驗的模式中發現，經由  ovalbumin 致敏 

(OVA-sensitized) 的老鼠，在其支氣管肺泡灌洗液 (bronchoalveolar lavage 
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fluid, BALF) 中，TNFα 濃度的上升會刺激平滑肌細胞分泌 endothelin-1 

(ET-1)，進而使得纖維母細胞中 GM-CSF mRNA 表現增加，促進肌纖維母

細胞增生而導致氣道壁纖維化(142)。在肺纖維化病變患者 BALF 中可發現

大量的 neutrophils 和 eosinophils，這些會分泌 proteases 和 oxidants 破壞

肺實質組織的白血球細胞，主要是受到肺泡巨噬細胞分泌的細胞激素 (IL-1 

和 TNF-α) 的趨化作用而聚集在肺組織(143)。 發炎細胞與肺實質細胞之間

的多重交互作用也是造成纖維化病變的原因。 

2. IL-6 

如同 TNF-α，IL-6 是發炎反應的一個關鍵的仲介因子，它是一種多功

能的 (pleiotropic) 細胞激素，其功能包括調節人體的免疫反應、造血作用、

急性期蛋白的合成及發炎反應(144)。 IL-6 也能夠促進血小板的增生、活化

及促進凝固作用。活化的吞噬細胞、T 細胞、B 細胞、纖維母細胞、角質

細胞、內皮細胞及神經膠細胞等細胞都可分泌 IL-6 (145)。其它的細胞激素，

如：淋巴毒素 (lymphotoxin)、IL-1、TNF-α、血小板生長因子 (platelet-derived 

growth factor；PDGF)、血小板活化因子(platelet-activating factor；PAF) 和

顆粒球抑制蛋白 (granulocyte-inhibitory protein) 等也會誘導 IL-6 的合成

(146, 147)。除此之外，被病毒或細菌感染的細胞、受傷害的細胞及腫瘤細胞也

會分泌 IL-6。過量的 IL-6 表現通常和多種免疫功能及發炎相關疾病有

關，例如：風濕性關節炎 rheumatoid arthritis (RA)病人關節液中的 IL-6 濃

度約為血清中的 30-1000 倍(148)，而血液循環中IL-6 濃度的升高通常可作

為敗血性休克病患癒後的一項指標。 

 

 

3. IL-10 
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    Mosmann 等人於 1989 年發現一種由 T helper 2 (Th2) 細胞所分泌的

新型細胞激素，具有抑制 T helper 1(Th1) 細胞產生IFN-γ 的功能，稱為 

cytokine synthesis inhibiting factor (CSIF )，這個具有強力免疫調節功能的細

胞激素就是 interleukin-10 (IL-10)(149)。體內許多細胞都會產生 IL-10，最主

要還是以巨噬細胞及 Th2 細胞為主。一般而言 IL-10 可藉由減少顆粒性白

血球的數量及發炎性 cytokines 及 chemokines 的產生以達到免疫抑制的

作用。IL-10 抑制包括樹狀細胞在內的抗原呈現細胞 (APC) 活化及 MHC 

class II 的表現，並透過抑制發炎反應時 NF-κB 的活化，減少吞噬細胞產

生 TNF-α、IL-6、IL-8、IL-1β和 IL-12等促發炎細胞激素 (proinflammatory 

cytokines)。在許多發炎反應、自體免疫實驗的動物模式中，例如：胰臟炎 

(pancreatitis) 、自體免疫腦炎 (autoimmune encephalomyelitis) 、糖尿病 

(diabetes mellitus)、類風濕性關節炎(rheumatoid arthritis)、敗血性休克 (septic 

shock)和器官移植 (organ transplantation)等，給予 IL-10 有顯著療效(150)。

IL-10基因剔除小鼠很容易發生致死腸道發炎，補充 IL-10 可以減少致死率

(151)。在肺部發炎的研究發現 IL-10 可抑制肺泡巨噬細胞製造 TNF-α 與 

IL-1β，因此可減少免疫複合體造成的肺損傷，也可以減少對白血球的趨化

作用。K Nakagome,等人在 bleomycin 致老鼠肺纖維化實驗中發現，給予 

IL-10 基因治療可減少膠原蛋白沉積及 αvβ6 integrin 表現而改善肺纖維

化，其機轉可能是透過IL-10 對 TGF-β 的抑制作用(152)。近年來的研究指出 

IL-10 會透過化活STAT3 以增加  soluble type II tumor necrosis factor 

receptor (TNFR) 和 IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) 的表現，也是抗發炎機

轉之一(153)。   

 

 

4.  IL-1 和 IL-1Ra 
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IL-1基因家族可分為幾類: 二種致效劑 (IL-1α, IL-1β)、一種拮抗劑

(IL-1Ra) 和二種接受器 (IL-1RI, IL-1RII) (154)。 IL-1是當細胞受到傷害、感

染或抗原刺激時所產生的一種常見的細胞激素。主要的分泌以巨噬細胞最

多，其他包括內皮細胞、纖維母細胞與 B 細胞等。 IL-1主要有兩種形式：

IL-1α 及 IL-1β，二者都會活化 T 細胞與 B 細胞，並產生發炎反應。IL-1

會加速肝臟急性期蛋白 (acute phase protein) 的製造。幾乎全身所有的細胞

都有 IL-1 的接受器，其對免疫細胞的作用與 TNF-α 類似。如:活化顆粒細

胞 (granulocyte) 的代謝作用，並產生趨化作用 (chemotaxis) 移動到發炎部

位；增加自然殺手細胞 (natural Killer cells, NK) 的毒殺能力；促使內皮細

胞產生粘附因子 (adhesion molecules)，並增加其通透性，以利於免疫細胞

的進出；活化巨噬細胞並加強其毒殺細胞的活性，增加其趨化作用；增強 T 

輔助細胞的增生，與刺激其分泌細胞激素。 

IL-1Ra 屬於 IL-1 家族之一，它的基因位置與 IL-1 非常接近，同樣

位於第二對染色體上，所產生的蛋白主要有兩類型，第一種是所謂細胞內

的 IL-1Ra (intracellular IL-1Ra；icIL-1Ra)，主要產生 icIL-1Ra 的細胞為角

質細胞與上皮細胞，另外像一些活化後的單核細胞與巨噬細胞也可以產生

此類蛋白質(155)。 icIL-1Ra 可以直接在細胞內就調控了 IL-1 的生成，並且

擔任組織遭破壞後第一線消炎反應的功能。第二種則是所謂分泌性的第

IL-1Ra (secreted IL-1Ra; sIL-1Ra)，此種 IL-1Ra 的基因上多了一段可以合

成訊息胜肽的序列，所以在蛋白質合成後，可被運送到細胞外，主要產生

此類蛋白的細胞是週邊血液細胞與上皮細胞。它們被認為是扮演體內發炎

反應負回饋作用中最重要的調節因子。體內一些可以促進發炎反應的細胞

激素，例如：IL-1、IL-6、IL-8、IFN-γ 與 TNF-α 等都可以刺激 sIL-1Ra 的

生成，使進行中的發炎反應得到負向的調控(156)。 維持體內 IL-1 和 IL-1Ra 

之間的平衡是各個器官組織執行正常生理功能所必需。現今已有非常多利
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用注射 IL-1Ra 蛋白或基因療法治療發炎疾病的例子，像敗血病、慢性風濕

性關節炎、外科手術傷口、急性發炎與紅斑性狼瘡等，幾乎所有與發炎反

應有關的疾病都可以經由透過 IL-1Ra 調控 IL-1 來達到治療的效果，所以

研究如何提升免疫細胞製造 IL-1Ra 來抗發炎是一個非常有潛力的方向。 

5. PGE2 與 NO 

人類和其它動物的肺泡巨噬細胞都有二種花生四烯酸  (arachidonic 

acid; AA) 的 代 謝 途 徑 : cyclooxygenase pathway (thromboxanes and 

prostaglandins) 和  lipoxygenase pathway (leukotrienes and hydroxyl 

eicosatetraenoic acids HETEs)，這些代謝產物都與發炎反應的調控有關(157)。

Cyclooxygenase 產物有 TxA2, PGE2, PGD2 和 PGF2；lipoxygenase產物有 

LTB4 和 5-HETE。其中以 TxA2 的量最多( ng/ml)，高於第二大量的 LTB4 

達 5 倍之多。目前已知 cyclooxygenase 有兩種 isoforms：分別是COX-1 和 

COX-2，COX-1在組織中是屬於持續性 (constitutive) 表現，主要作用於維

持體內恆定 (homeostatis) 反應，例如分泌黏液 (mucus secretion)；COX-2

則是一種誘導型 (inducible) 酵素，主要參與調控發炎反應，當前列腺素被

製造之後會快速地從細胞中釋放，透過和 plasma membrane 上特定高親和

力的接受器 (receptor) 結合而作用在鄰近區域。肺泡巨噬細胞會受 IL-1β、

TNF-α、cross-linking of Fc receptors 和 LPS 等發炎刺激物的誘發活化 

COX-2 而產生 PGE2；而 silica 的刺激則是活化 lipoxygenase (158)。 

一氧化氮 (NO) 是一個作用短暫的雙原子 (diatomic) 分子，許多不同

的細胞會釋出一氧化氮。一氧化氮和它的代謝物在調節許多生理功能及病

理狀態中扮演著重要的角色，例如產生宿主的防禦系統 (抗微生物及抗腫瘤

的功能)、神經的傳導、神經毒性及血管擴張作用(159, 160)。在內皮細胞所產

生的一氧化氮又稱為 endothelium-derived relaxing factor，具有調節血管擴
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張的作用。一氧化氮是細胞利用 L-arginine 經由一氧化氮合成酶 (nitric 

oxide synthase, NOS) 的作用產生。一氧化氮合成酶可分為三類，即神經型 

(neuronal) 一氧化氮合成酶 (nNOS, type I NOS, NOS-1 或 NOS-1)、內皮細

胞  (endothelial) 一氧化氮合成酶  (eNOS, type II NOS, NOS-II 或 

NOS-2)、誘發型 (inducible) 一氧化氮合成酶 (iNOS, type III NOS, NOS-III 

或  NOS-3)(161) 。它們是從不同的基因被表現出來，坐位在不同的

chromosomal location ，在不同的細胞展現不同的調節作用。iNOS 在正常

狀態下是不存在於大多數種類的細胞中。當細胞受到葛蘭氏陰性細菌的 

LPS 或 cytokines 刺激，會誘發細胞表現出 iNOS(162)。 iNOS是發炎反應

和病原菌清除最重要的一氧化氮來源，研究 iNOS knockout 老鼠可以清楚

地證明在免疫反應中，一氧化氮對於特定微生物的防禦扮演重要的角色。

在一氧化氮和氣喘之間的研究發現，氣喘病患呼吸道上皮細胞 iNOS 表現

增加(163)，且偵測呼出的氣體中也有高量的一氧化氮(164)，但對於病人呼吸道

中一氧化氮產生增加和氣喘致病機制之間的關聯仍不明瞭。當細胞持續增

加 iNOS 的表現，並製造出大量的一氧化氮時，會引起細胞毒性及低血壓

休克等現象(165, 166)。因此抑制 iNOS 生成一氧化氮，可作為開發抗發炎藥

物的一個重要的治療標的。 

 

 

 

 

 

 

五、 NF-κB 及 AP-1 的訊息傳遞路徑  
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1.  NF-κB/IκB kinase ( IKK )路徑 

當巨噬細胞上的 receptor 與特定 ligan 結合後，會活化細胞內的訊息

傳遞，此過程會誘導轉錄因子 NF-κB 的活化，以增加 cytokines 的基因表

現(167, 168)。NF-κB 可在數分鐘之內被許多物質所活化，包括發炎性細胞激

素 TNF-α、IL-1 和 T 細胞活化訊號、生長因子及氧化壓力等。在細胞核

內，NF-κB 結合至標的 DNA，調節包括免疫及發炎反應在內的各種基因

轉錄。已知 NF-κB 可以調節 cytokines 如 IL-1、IL-2、IL-6、IL-12、TNF-α、

lymphotoxin α (LTα)、LTβ 和 GM-CSF；chemokines 如 IL-8、macrophage 

inflammatory protein-1α (MIP-1α) 、MCP-1 、RANTES 和 eotaxin; 黏著分

子 (adhesion molec ules) 如 ICAM, vascular cell adhesion molecule (VCAM), 

E-selectin; acute phase proteins 如 SAA; 誘發型酵素如 iNOS 和 COX-2 

基因表現。由於 NF-κB 在發炎過程中扮演重要的角色，因此也成為抗發炎

藥物研發的標的。 NF-κB 家族有五個成員，分別為 Rel (c-Rel)、RelA 

(p65)、RelB、NF-κB1 (p50/p105) 和 NF-κB2 (p52/p100) (167) (附圖16)。 而 

p105 與 p100 為 p50 及 p52 的前驅物，經過 C-端磷酸化和在 C-端的 

IκB-like 部分進行 ubiquitin 依存性分解後產生 p50 及 p52 的(169)。NF-κB 

以 homo- 或 heterodimers 形式存在。在未刺激的細胞中大多數的 NF-κB 

dimer 會與抑制性蛋白 (inhibitor of κB；IκB) 結合存在細胞質中。 IκB 家

族的成員有 IκB-α、IκB-β、IκB-ε、IκB-γ、Bcl-3。 IκB 具有六個或更多的 

ankyrin repeat，這些序列為與 NF-κB 產生結合所需，並藉由 RHD 與 

NF-κB 結合。 IκB 抑制 NF-κB 的活性主要來自於其結構上的 C-端，而 

N-端則包含具有調節功能的 domain。 在未受刺激的細胞中，IκB 會遮蔽

掉  NF-κB 的  nuclear localization signal (NLS) 部分，形成不活化的 

NF-κB/IκB 複合物，而停留在細胞質內(170, 171)，當 IκB 磷酸化並被分解後，

就無法遮蔽 NF-κB 的 NLS，而使自由態的 NF-κB dimers 進入到細胞核
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內與 DNA 結合，活化 NF-κB 所調節的基因表現。另外在 NF-κB 活化的

過程中，除了會快速造成 IκB-α 的分解之外，也會快速合成新的 IκB-α。

因  IκB-α 含有  leucine-rich nuclear-export signal (NES)，所以新合成的 

IκB-α 能夠由細胞核回到細胞質中，並帶回與 DNA 結合的 NF-κB (172)。 

IκB-α 之磷酸化主要是受到 IKK 的活化的刺激，IKK 是由 IKKα、

IKKβ、及 IKKγ dimer 組成的形成一個 tetramer(173, 174)。其中 IKKα 和IKKβ 

為 catalytic subunit，而 IKKγ (或稱 NF-κB essential modulator，NEMO) 為 

regulatory subunit(175)(附圖17)。當細胞受到TNF-α、IL-1、double-stranded RNA 

或 endotoxin 刺激時會活化 IKKγ。在 IKK 的 catalytic subunit 中，IKKβ 

與 IκB-α 的磷酸化比較有關係，而 IKKα 被認為並不是這條路徑所需要的

(176, 177)。 被活化的 IKK 會在 IκB-α 分子 N-端上的兩個 serine (S32 與 

S36) 進行磷酸化作用，造成  IκB-α 的  polyubiquitination ，並在  26S 

proteosome 進行分解(173)。 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 

(MAP3K) 家族中的 NF-κB-inducing kinase (NIK) 以及 MEKK1 也會活化

NF-κB。 NIK 會磷酸化並活化 IKKα，而 MEKK1 則會優先磷酸化 IKKβ 
(178)。 
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附圖 16.  NF-κB/Rel proteins : Homo- and hetero-dimeric TFs that in             
resting cells are retained in the cytoplasm in complex with IκB.(179) 
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附圖 17.  Multiple signaling pathways activate NF-κB.(179) 
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2. AP-1 路徑 

除 了  NF-κB 之 外 ， AP-1 也 是 一 個 與 發 炎 相 關 的 轉 錄 因 子 

(proinflammatory transcription factor) (180)。AP-1的 promoter region 有許多細

胞激素 (cytokines)、黏附分子和細胞生長激素的結合位置(181, 182)。 AP-1是

由 Jun 蛋白質家族 (c-Jun, JunB, and JunD) 及 Fos 蛋白質家族 (c-Fos, 

FosB, Fra1, and Fra2) 所組成，其相互間組合成同形二聚體 (homodimer) 

或異形二聚體 (heterodimer)。當給予 LPS、細胞生長因子和細胞激素的刺

激時，可藉由 MAPK 之訊息傳導路徑，如: ERKs, c-Jun-N-terminal kinases 

(JNKs) 和 p38 kinase 來活化 AP-1，進而調控下游基因(183)(附圖15)。 

 

六、 Reactive oxygen intermediates 與訊息傳遞路徑  

肺泡巨噬細胞在進行胞噬作用時同時也會釋放出氧代謝產物 (Reactive 

oxygen intermediates)，例如: superoxide anion (O2-)、hydrogen peroxide (H2O2) 

和 hydroxyl radical (·OH)，此機制又稱為呼吸爆發 (respiratory burst) (附圖

18)。 此外，當細胞受到 phorbol myristate acetate (PMA), IFNγ, GM-CSF, 

TNF, LTB4, zymosan 和 IgG immune complexes 的刺激時也會促進 ROIs 

釋出。呼吸爆發作用與吞噬細胞之吞噬小體內及其細胞外的殺菌作用有密

切的關係，卻也對鄰近的組織造成了傷害。細胞內可藉由粒腺體呼吸作用、

NADPH oxidase 和 xanthine/xanthine oxidase 等系統形成活性氧化物 (ROS) 

和活性氮化物 (reactive nitrogen species；RNOS)，其中 NADPH oxidase 是

主要形成 ROS 的酵素。在肺部發炎反應中，活化的巨噬細胞、噬中性球、

噬酸性球和肺部上皮細胞都會產生 ROIs 。 ROIs 能作用在蛋白質、DNA

和脂質，會直接造成肺部實質的損傷，包括肺部細胞的重組和增生。ROIs

也作為訊息傳遞者，藉由磷酸化作用來活化 MAPK family，包括 ERK, JNK, 
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p38 kinase 和 phosphoinositol-3 kinase，造成一些轉錄因子 (transcription 

factor) 如 NF-κB 和 AP-1 活化，促使一些促發炎媒介物 (pro-inflammatory 

cytokines)的基因轉錄作用(gene transcription) 增加(184, 185)(附圖 19)。  

 

 

附圖 18. Phagocytosis and oxidative burst. During phagocytosis, intracellular 
reactive oxygen species rapidly increase, known as oxidative burst.(186) 
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附圖 19. ROS/RNS and intracellular signaling molecules in airway epithelial 
cells.(185)  
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第三章 材料與方法 

第一節 實驗材料    

一、實驗試劑 

1.生工有限公司(Taipei, Taiwan)  

RT-PCR Forward and Reverse Primer ( mouse TNF-α,IL-6, iNOS,COX2, 

IL-10, IL-1Ra, GAPDH); 5’-biotinate double-stranded oligonucleotide 

probes containing a consensus binding-sequence of NF-κB and AP-1  

2.內外化學工業股份有限公司(Taipei, Taiwan) 

  Prednisolone 5 mg/tab 

3.波士特公司(Taipei, Taiwan) 

RNA-Bee isolation of RNA 

4.榮民製藥(Taipei, Taiwan) 

Penicillin, Streptomycin 

5. BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA) 

Human TGF-β1, FITC-Mouse Anti-E-cadherin, Anti-Vimentin, E-cadherin 

antibody, ELISA OptEIA Set for TNF-α and IL-6  

6. BioColor Ltd. (Newtownabbey, U.K.) 

  Sircol Collagen Assay Kit 

7. BIO-RAD (BioRad, Hemel Hampstead, UK)  

N,N’-methylene-bis-acrylamide (Bis), Acrylamide, Ammonium persulphate  

(APS), Glycine, N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 

8. Cayman Chemical (Ann Arbor, Mich, USA) 

EIA kit for PGE2 
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9. Cell Signaling (Danvers, MA, USA) 

Anti-phospho-Smad3 antibody , Anti-IKKα/β, Anti-phospho-IKKα/β 
antibody 

10. Clontech (Palo Alto, CA, USA) 

Random hexamer primer, Oligo (dT) primer, dNTP mix, 5X reaction buffer, 
Recombinant RNase inhibitor, MMLV reverse transcriptase 

11. Extrasynthese (Genay Cedex, France) 

  Luteolin ( HPLC test: > 99.0%) 

12. GeneMark (Taipei, Taiwan) 

Trisolution Reagent Plus 

13. Gibco BRL (Gaithersburg, MD, USA)  

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Fetal Bovine Serum (FBS), 
Trypsin, Fetal Bovine Serum (FBS), RPMI 1640 Medium 

14. HyClone Laboratories Inc. (Logan, UT, USA) 

Fetal Bovine Serum (FBS) 

15. MERCK (Merck, Germany) 

EDTA, Postassium chloride (KCl), Sodium hydroxide (NaOH), Methanol, 
Dimethylsulfoxide (DMSO), Sodium dodecyl sulfate (SDS), Sodium 
chloride (NaCl), HCl, 2-Mercaptoethanol (2-ME), Formalin, Giemsa 
solution 

16. Molecular Probes (Eugene, OR, USA)  

2’, 7’-dichlorofluorescin diacetate (H2DCFDA,) 

17. NEN Life Science ( Boston, MA, USA)  

L-glutamine, Non-Essential amino acid solution (NEAA), Polyvinylidene 
fluoride (PVDF) transfer membrane 

18. Nippon Kayaku (Tokyo, Japan) 

   Bleomycin 
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19. Oncogene (Cambridge, MA, USA) 

Anti-α-SMA antibody 

20. PerkinElmer Life Science, Inc. (Boston, MA, USA) 

Horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse or anti-rabbit IgG, 
ECL detection kits, nitrocellulose transfer membrane, 
streptavidin-horseradish peroxidase conjugate, SuperSignal 
chemiluminescent substrate 

21. Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA)  

Anti-Smad3, Anti-Smad4, Anti-β-actin, Anti-COX-2 and IκBα antibody, 
Anti-p65 antibody 

22. Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)  

Lipopolysaccharide (Escherichia coli 055:B5), Methylene blue, 
Collagenase, Trypsin (1：250), Triton X-100, propidium iodide (PI), EGTA, 
Dithiothreitol (DTT), Leupeptin, ATP, Sodium pyruvate, LY294002, 
4’,6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI), 7–bis (4-hydroxy 
-3-methoxy-phenyl)-1, 6-heptadiene-3, 5-dinone (curcumin), ammonium 
pyrryolidinedithio-carbamate (PDTC), 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 
5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), Griess reagent (1% sulfanilamide 
in 5% phosphoric acid and 0.1% naphthylethylenediamine dihydrochloride 
in water), anti-iNOS, FITC-conjugated goat anti-mouse IgG antibody 

23. Vector Labs (Burlingame, CA, USA) 

Vectashield  
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二、實驗動物 

C57BL/6J 品系公鼠購自財團法人國家實驗研究院實驗動物中心。所有

實驗使用 10-11 週齡，體重約 25-30 g 的小鼠。飼養管理：動物購入後，經

隔離檢疫一週後，經由獸醫師核可移入 1 號代養室之無菌飼養籠，餵養於

台中榮總動物中心的 1 號代養室，飼養室溫度控制在 21℃，濕度為 60 ±

10%，在 12 小時 light / dark 循環條件下，使用福壽牌大鼠飼料，飲水經過

逆滲透處理，採不限飼料、不限水之飼養模式。實驗人員進入動物室時需

換隔離衣並經 air shower 除塵處理，以確保動物於潔淨、無塵的環境進行試

驗。。 

三、細胞株來源及培養條件 

本研究使用之初代培養之小鼠肺纖維母細胞取自 C57BL/6J 10-11 週齡

公鼠之肺臟。A549 cells (human lung carcinoma-derived alveolar epithelial cell 

line; ATCC, CCL-185)、巨噬細胞株 MH-S (ATCC number: CRL-2019) 及 

RAW 264.7 (ATCC number: TIB-71) 購自食品工業發展研究所，培養條件如

下:  

【A549 cells 】5 % FCS RPMI 和100 U/ml penicillin/streptomycin。 

【MH-S (半附著型細胞 half-adherent cell) 】 

RPMI1640 (10% FCS), 2 mM L-Glutamine, 4.5 g/L glucose, 1.0 mM Sodium 

pyruvate, 10 mM HEPES, 1.5 g/L NaHCO3, 0.05 mM 2-mercaptoethanol, 1﹪

Penicillin/Streptomycin    

【RAW264.7 (附著型細胞 adherent cell) 】 

DMEM (5 % FCS), 2 mM L-Glutamine, 1.0 mM Sodium pyruvate, 1.5 g/L 

NaHCO3, 1% Penicillin/Streptomycin  



 

 67

第二節 實驗方法與步驟 

Part A 以活體動物及離體細胞模式評估木犀草素抗肺纖維化作用

及分子機轉探討 

一、 活體動物模式藥效測定     

1. 建立小鼠肺纖維化模式 

小鼠以乙醚麻醉後，以 5 mg/kg 單一劑量氣管注入溶於 200 μl 注射用

生理食鹽水的 bleomycin，對照組注入等量的注射用生理食鹽水(NS)。木犀

草素以 1 mg/ml 濃度溶於 50 % ethanol，餵食劑量為 10 mg/kg。 

 

2. 實驗設計與分組 

2.1  木犀草素抗發炎作用之評估 

    除對照組 (NS) 外，bleomycin 造模小鼠採隨機分組，分成 bleomycin 

(BLM) 組、木犀草素治療組 (Lut) 及類固醇治療組 (Pred) 共四組，每組 10

隻小鼠。木犀草素治療組於造模後隔天每日以胃管餵食 10 mg/kg 木犀草

素， 類固醇治療組於造模後隔天每日以胃管餵食 10 mg/kg prednisolone。

小鼠在餵食藥物後第 7天及第 14天以二氧化碳犧牲，剖胸取肺臟，從氣管

注入 1 ml 福馬林固定組織，包埋，切片，脫蠟，hematoxylin & eosin (H&E) 

染色，觀察組織病理變化。另外一批同樣分組的小鼠在餵食藥物後第7天及

第14天以二氧化碳犧牲，取肺灌洗液 (bronchoalveolar lavage fluid, BALF)，

小鼠剖胸取肺臟，從氣管注入 1 ml 生理食鹽水 (4℃) ，稍加按摩後回吸，

重複灌洗四次，約可收集 3 ml 的 BALF，4℃ 離心後收集上清液於 -70

℃貯存，待測 BALF 中 cytokines 含量； 離心後之下層細胞以 1 ml NS 

(4℃) 打散後，以 cytospin 將細胞打在載玻片上，以 Giemsa solution 染
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色，顯微鏡下作細胞計數以觀察不同時期發炎細胞比例之變化 (differential 

cell counts)。上清液以免疫酵素聯結法 (ELISA) 測定 TNF-α 和 IL-6 活

性。 

 

2.2  肺纖維化的時程變化及實驗設計 

2.2.1 肺纖維化的時程變化 (Time course of bleomycin-induced lung fibrosis)  

為了確認 bleomycin 造模小鼠肺纖維化的病理變化時程，於造模後第

0, 3, 7, 10, 14, 21 天分別取各 3 隻 bleomycin 造模小鼠作病理切片，以

Masson’s Trichrome 染色，觀察肺組織病理變化及膠原沉積產生的時間。 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

2.2.2 早期治療 (Early treatment) 

除對照組 (NS) 外，bleomycin 造模小鼠採隨機分組，分成 bleomycin 

(BLM) 組、木犀草素治療組 (Lut) 及類固醇治療組 (Pred) 共四組，每組 10

隻小鼠。木犀草素治療組於造模後隔天每日以胃管餵食 10 mg/kg 木犀草

素， 類固醇治療組於造模後隔天每日以胃管餵食 10 mg/kg prednisolone。
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小鼠在餵食藥物後第 14 天及第 21天犧牲，剖胸取肺臟，從氣管注入 1 ml 

福馬林固定組織，包埋，切片，脫蠟，H&E 和 Masson Trichrome (MT)染

色，觀察組織病理變化。另外一批同樣分組的小鼠犧牲後，剖胸取左側肺

葉作膠原含量分析；右側肺葉抽取 RNA 作 RT-PCR分析。 

2.2.3 後期治療 (Delayed treatment)  

另外一批同樣分組的小鼠在於 BLM 造模後第 10 天才開始餵食藥

物，木犀草素治療組於造模後造模後第 10 天每日以胃管餵食 10 mg/kg 木

犀草素，類固醇治療組於造模後造模後第 10 天每日以胃管餵食 10 mg/kg 

prednisolone。小鼠在餵食藥物後第 14 天及第 21 天犧牲，其餘實驗步驟

同上。 

3.以組織病理切片的結果評估藥物的療效 

肺組織以 10% formalin 溶液固定 24 小時， 每個檢體均取相同的肺葉

並修片，石蠟包埋, 以 4 μm 厚度作連續切片, 待玻片乾後以 H&E 或 MT 

染色，光學顯微鏡下觀察肺組織纖維化的程度。組織纖維化程度之判定參

考 Tanino 及 Ashcroft 等人的方法並稍作修改(187, 188)，將纖維化程度輕重分

為 0到 8 級：grade 0-正常肺組織；grade 1-肺泡壁或細支氣管輕微增厚; grade 

3-中度肺泡壁增厚但無明顯結構上的破壞; grade 5-明顯的膠原蛋白增生並

破壞肺泡結構，膠原纖維集結成束; grade 7-肺泡結構嚴重破壞，大面積的膠

原纖維分布; grade 8-膠原纖維充滿全部視野。 在 20x 物鏡下，每片檢體隨

機選取 20 個視野計分，合併 20 個視野的分數並作統計分析。  

4. 膠原蛋白含量測定   

肺組織纖維化程度亦可以 Sircol Collagen Assay 偵測 collagen 含量

作為評估項目。Sircol Collagen reagent 含有 Sirius Red (in picric acid) 會與
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檢體中 type I-V collagens產生鍵結態的紅色沉澱物。方法如下：小鼠左側

肺組織稱重後剪碎與溶於 0.5 M acetic acid/500 μl的 pepsin (EC 3.4.23.1；

1:10 ratio of pepsin: tissue wet weight) 室溫下作用 over night， 每管檢體加

入 1.0 ml Sircol dye reagent， 蓋緊上蓋後混合均勻，室溫下反應 30 分鐘，

另以 1 mg/ml Collagen acid soluble type I standard 溶於 0.5 M acetic acid 製

備標準濃度之溶液。檢體與標準溶液離心後去除上清液，沉澱物以 100 μl 

Sircol alkali reagent 回溶，取 200 μl 於 96 孔盤，在 560 nm 波長下測吸

光值並以標準曲線及組織實重換算每毫克肺組織之膠原蛋白含量 (μg/mg 

of lung tissue)。 

5. 反轉録聚合酶鏈反應 (Real-time RT-PCR) 

5.1  RNA extraction 

小鼠右側肺組織置於滅菌過硏缽中邊加入液態氮邊磨碎，加入 2 ml 

Trisolution Reagent Plus 與組織充分混合後取出置於無菌試管中反應 5 分

鐘，加入 0.5 ml chloroform 室溫下作用 15 分鐘，之後在 4℃下以 12000 rpm 

離心 15 分鐘，取約 0.5 至 0.6 ml 的上層液加入含 0.5 ml isopropanol 的 

eppendorff 沉澱作用 10 分鐘後，再 4℃下以 12000 rpm 離心 10 分鐘，離

心後吸去上層液體， 以 75％ ethanol 清洗，最後在 4℃下以 12000 rpm 離

心 5 分鐘，吸去上層液體後風乾，待 pellet 成透明狀後加入 30-50 μl 的

ddH2O 置於 4℃冰箱隔夜儲存。 Muose TGF-β1 primer (524 bp)序列如下：

Foward 5-TGGACCGCAACAACGCCATCTATGAGAAAACC-3 ， Reverse 

5-TGGA GCTGAAGCAATAGTTGGTATCCAGGGCT-3。 

5.2  反轉錄反應 (Reverse transcription) 

RNA 以 ddH2O (2 : 98)作50 倍稀釋後，從波長 260 nm 的吸收值換算

成 RNA 濃度，每一處理取 2 μg RNA、20 μM random hexamer primer 0.5 μl 
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和 20 μM Oligo (dT) primer 0.5 μl，以 ddH2O 調整體積至 13.5 μl 後，於 

85℃下 denature 15 分鐘，之後加入 4 μl 的 5 倍 reaction buffer (250 mM 

Tris-HCl pH 8.3、375 mM KCl、15 mM MgCl2)、1 μl 的 10 mM dNTP mix、

0.5 μl Recombinant RNase inhibitor (40 units/μl) 、 1 μl 的  MMLV 

Reversetranscriptase (200 units/μl) 於 42℃下 extension 1 小時，94℃下作用 

5 分鐘，加入 30 μl ddH2O 稀釋成 2 倍  cDNA，置於 -20℃ 下儲存。 

5.3  聚合酶鏈反應 ( Polymerase chain elongation reaction) 

取 1.5 μl 的 2X cDNA、2 μl 50% glycerol、1 μl 10 X PCR reaction 

buffer、0.25 μl dNTP mix (10 mM/μl；0.25 mM/reaction)、0.3 μl DNA 

polymerase (5 units/μl；0.2 units/reaction)、20 μM primer (forward& reverse 

primer各 0.5 μl)，最後以 ddH2O 調整體積至 10 μl 後，以 Bio-Rad PCR 

mach ine 作聚合酶鏈反應(反應條件: 95℃/4分鐘→ 95 ℃/ 45 秒 25 cycle、

60℃/1分鐘、72℃/2分鐘) → 72℃/ 7 分鐘→ 4℃ 保存)。  

5.4  DNA 電泳膠實驗 

利用微波爐加熱含有 2 % agarose 的 TBE buffer，待稍微冷卻後，加

入 5 μl/100 ml 比例的 ethidium bromide (10 mg/ml)，混合均勻後倒入水平

電泳凝膠模型中，盡量避免氣泡的產生，凝固後，置於 4℃ 冰箱冷藏一下

或放置隔夜， 倒入 0.5 倍的 TBE buffer 於電泳槽中，並使 buffer 液面稍

為高於膠面。將 PCR 產物與 6 倍 DNA gel-loading dye 混和均勻之後，

注入 agarose gel 的凹槽中。利用 50 伏特的電壓進行 DNA 電泳，分離

後，再以 EverGene 數位影像擷取系統(gel analysis system)分析。實驗試劑: 

5 倍 TBE buffer : Tris 54g, Boric acid 27.5 g, 0.5 M EDTA /pH 8.020 ml，以

ddH2O 調整體積至 1L。6倍 DNA gel-loading dye: 0.125 g Bromophenol 

Blue，0.125 g Xylene Cyanol FF, 15 ml Glyerol, ddH2O 加至35 ml。 
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二、 離體細胞模式分子機轉探討 

1. 木犀草素抑制小鼠肺纖維母細胞增生及分化 

1.1 小鼠肺纖維母細胞之分離及培養 

本實驗每次取 8 隻 8-10 週齡之 C57BL/6J 成鼠，犧牲後取出肺臟，

之後步驟均於無菌操作台操作。以 1 ml無菌 HBSS 溶液沖洗肺臟3次，剪

碎肺葉，以 collagenase (1 mg/ml) 和 0.25% trypsin (in 1 mM EDTA) 37℃ 

攪拌作用6分鐘，以 22-μm nylon mesh 過濾並加入 DNAase，濾液加入等

體積含血清培養液終止酵素作用，網篩上殘餘組織重複上述消化步驟，合

併所有濾液以 300 x g 離心 5 分鐘，細胞沉澱以 9/10 體積的 ddH2O 溶

解紅血球隨即以 1/10 體積 10x HBSS 恢復等張，離心 5 分鐘，細胞沉澱

以 10 ml 培養液打散，培養於 10 cm dish。培養液為 DMEM 10% FCS, 100 

U/ml penicillin/streptomycin, 2 mM L-glutamine, 100 μM non-essential amino 

acid (NEAA), 20 μΜ HEPES buffer (pH 7.3), 1.5 % Fungizone。每 2 天換一

次培養液，約 10 天左右肺纖維母細胞長滿培養盤即可以 trypsin 打下進行

繼代分盤，之後每 2 天繼代一次，至第 5 代即為可進行實驗之純化肺纖

維母細胞。以 α-smooth muscle actin 染色確認肺纖維母細胞純度為 95%以

上。進行 cell proliferation 和 TGF-β1-induced myofibroblastic differentiation 

實驗時細胞以不含 FCS 的 DMEM 培養。 

 

1.2  木犀草素抑制小鼠肺纖維母細胞增生 

以不同濃度木犀草素 (10, 25, 50 μM; DMSO:EOH=1:1) 處理肺纖維母

細胞，分別於 24, 48, 72 小時以 Trypsin 染色法計數細胞並作出生長曲線

圖。  
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1.3 免疫螢光染色 (Immunofluorescence imaging) 

肺纖維母細胞以 3 X 104 cell/well 種於置有圓蓋玻片之 12 孔盤中，以

木犀草素 (25 μM) 前處理 30 分鐘後，以 TGF-β1 (5 ng/ml) 處理不同組別

的細胞，72 小時後取出玻片進行細胞免疫螢光染色。將種有細胞之玻片取

出置於新的 12 孔盤中，PBS 清洗 10 分鐘 3 次，以 2 % paraformaldehyde 

固定 30 分鐘，PBS 清洗 10 分鐘 3 次，加入 0.1% Triton X-100/in PBS 

作用 20 分鐘，使細胞膜產生孔隙得以讓染劑進入，細胞在室溫下使用 5% 

bovine serum albumin /PBS 作用 60 分鐘，以 mouse anti-α-SMA (1:100) 

antibody 4℃作用24 小時，PBS 清洗  10 分鐘  3 次，接著以  FITC- 

conjugated goat anti-mouse IgG antibody (1:200) 37 °C用 1 小時，PBS 清洗 

5 分鐘 3 次。 待乾後覆蓋於載玻片上以 Vectashield /Tris buffer (pH 8.4) 

封片。使用 Leica laser scanning confocal 顯微鏡照相記錄。 

1.4 木犀草素抑制小鼠肺纖維母細胞分化及分泌 ECM  

細胞以木犀草素 (25 μM) 前處理 30 分鐘後，以 TGF-β1 (5 ng/ml) 處

理不同組別的細胞，72 小時後收取細胞蛋白以西方點墨法分析 α-SMA, 

vimentin 和 collagen 表現量。 

1.5 蛋白質之定性及定量分析 (Western blot analysis) 

蛋白質的萃取 (Protein Extraction) 

不同時間點收集經藥物處理或未經處理之細胞，在 4℃ 以 1600 rpm 

離心 5 分鐘，並用冰的 PBS 將細胞清洗一次後，於 4℃下再離心 5 分

鐘，倒掉上清液並用棉棒將多餘的水吸乾，將細胞 pellet 均勻打散，加入

適量的 RIPA buffer 【50 mM Tris (pH 7.4) , 150 mM NaCl , 1% Triton X-100 , 

0.25% Na Deoxycholate, EDTA (pH 8.0), 1 mM EGTA (pH 8.0), 1 mM DTT, 5 
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μg/ml Leupeptin , 0.2 mM PMSF, 5 μg/ml Aprotinin , 1 mM Na Vanadate , 1 

mM NaF】，置於冰上作用 20 分鐘，4℃下將細胞液以 55000 rpm 超高速

離心 30 分鐘，收集上清液，以一系列已知濃度的 BSA 做成之 standard 

curve 換算蛋白質濃度 (μg/μl)。將蛋白質分裝並用 RIPA buffer 調整成相

同體積，接著再加入 1/3 量的 4 倍 protein loading dye (8 % SDS, 0.04 % 

serva blue R-250, 40% glycerol, 200 mM Tris pH6.8, 10% 

2-mercaptoethanol)，以 95℃ 乾浴加熱變性 10 分鐘後，即可置於 -80℃中

保存。 

聚丙烯醯胺膠體電泳法 (SDS-PAGE Assay) 

利用 SDS-PAGE 將蛋白質依分子量大小予以分離。首先配置 1.5 mm 

厚的 discontinuous acrylamide gel，下層 separating gel 其 acrylamide 的百

分比，視分析蛋白質分子量而定，上層的  stacking gel 則含有  4 % 

acrylamide。配置完成的膠體放至於電泳槽內，加入電泳緩衝液(runnung 

buffer : 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1 % SDS)。接著將萃取出的蛋白質

sample 及標示標準分子量的 Multimaker 依序注入膠體的孔槽中， 通以電

壓 80 伏特，待樣品通過 stacking gel 後電壓調整為 100 伏特，視其分子

量大小斟酌電泳時間。 

西方點墨法 (Western blot) 

將 PVDF membrane 浸於 methanol 數秒後以 Milli-Q water 浸濕，接

著將裁好的濾紙與 PVDF membrane 先浸泡在 transfer buffer (25 mM Tris , 

192 mM glycine)中。取出電泳膠以濕式轉漬器轉漬至 PVDF membrane，於 

4℃通以 100 Voltage電 壓 1小時。將 membrane 取出，浸泡於 5% non-fat 

milk /TBST中，於室溫下搖晃一小時。以 TBST buffer (24 .22 g Tris , 87.75 g 

NaCl , 10 ml Tween20，加水調到1 L) 清洗 membrane 10 分鐘 3次，加入一
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級抗體於 4 ℃下作用 over night。隔日先以 TBST buffer 清洗 membrane 

10 分鐘 3 次，加入二級抗體，使其在室溫下搖晃作用 1 小時之後，再用 

TBST buffer 清洗10 分鐘  3 次，  接著在暗房中將membrane 與  ECL 

(Enhance chemi-luminescence) 反應後，裝於透明塑膠袋內並置於壓片夾

中，以 X-ray film 感光顯影，再以自動沖片機沖片。 

1.6 木犀草素抑制小鼠肺纖維母細胞之 TGF-β1 /Smads 訊息傳遞 

細胞以木犀草素 (25 μM) 和 TGF-β1 inhibitor (SB431542, 10 μM) 前

處理 30分鐘後，以 TGF-β1 (5 ng/ml) 處理不同組別的細胞，30分鐘後收取

細胞蛋白以西方點墨法分析 p-Smad3, Smad3 和 Smad4 的表現量。 

 

2. 木犀草素抑制肺上皮細胞株 A549 進行 EMT  

A549 cells (human lung carcinoma-derived alveolar epithelial cell line; 

ATCC, CCL-185)培養於 5 % FCS RPMI 和100 U/ml penicillin/streptomycin。 

當細胞長至八分滿時換成 0.1% FCS medium (starved for 24 hours)，以木犀

草素 (25 μM) 前處理 30分鐘後，以 TGF-β1 (5 ng/ml) 處理不同組別的細

胞，48 小時後收取細胞蛋白以西方點墨法分析 E-cadherin, fibronectin 和 

vimentin 表現；E-cadherin 細胞免疫螢光染色方法同前述。　 
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Part B 木犀草素對於肺泡巨噬細胞的免疫調控 

一、細胞存活率測定 (Cell viability test) 

1. Trypan blue dye exclusion 染色法 

  存活之細胞可將 Trypan blue dye 排除於細胞外，而死亡之細胞則無此

能力，故可將死亡的細胞染色。首先先將細胞以每孔 5× 104 個細胞分種於

24 孔細胞培養盤中，均勻搖散細胞後，將細胞培養於37℃、5% CO2 的培

養箱中，培養 over night 後給予不同濃度 (5、10、25、50 μM) 木犀草素

處理，經24小時後， 以 Trypsin-EDTA 將細胞打下， 再用 0.4% Trypan blue 

dye 染色，以血球計數器 (hemocytometer)計算各孔盤內的細胞數，此實驗

至少重複三次，取平均值作成細胞存活曲線。 

2. MTT 法 

   活性細胞中粒腺體酵素  (mitochondria succinate dehydrogenase) 會將 

3-(4,5-dimethylthiaxol-2-yl）-2,5-diphenyl- tetrazoliumbromide (MTT) 還原成

紫色 formazan 結晶，將結晶溶解後分析光學密度 (optical density) 值以代

表活性細胞之數量。將細胞以每孔 5× 104 個細胞分種於 24 孔細胞培養盤

中，均勻搖散細胞後，將細胞培養於37℃、5% CO2 的培養箱中，培養 over 

night 後給予不同濃度(5、10、25、50 μM) 木犀草素處理，經 24小時後，

將細胞培養液吸除後以 PBS 洗 3 次，每孔加入 200 μl 溶於 PBS的 MTT 

(100 μg/ml)，於 37℃ 恆溫培養箱中避光培養 2 小時後，培養液倒棄，加

入 200 μl DMSO 均勻混和，取 100 μl 至 96 孔盤中，以酵素免疫連結測

定儀 ELISA Reader 偵測 550 nm 之吸光值(OD550)。相對存活率(%)=(藥物

處理組OD550/對照組OD550)×100%。 
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二、細胞激素 (Cytokines) 的 ELISA 分析 

本實驗是以 mouse TNF-α 和IL-6 Enzyme-Linked Immune Substrate 

Asssay ( ELISA ) kit 進行酵素連結免疫分析，分析細胞培養液中 TNF-α 及

IL-6 的含量。將細胞以每孔 5× 104 個細胞分種於 24 孔細胞培養盤中，

均勻搖散細胞後，將細胞培養於 37℃、5％ CO2 的培養箱中，前處理不同

濃度的(5、10、25 μM)木犀草素30分鐘，加入 LPS (100 ng/ml)刺激細胞 24

小時後，吸出上清液貯存於 -70℃待測。先於 ELISA 96 孔盤中置入 100 

μl/well capture antibody (稀釋於 1:250 in coating buffer)；放置 4℃隔夜。以 

wash buffer (0.05% Tween 20 in PBS) 重複沖洗 3 次，加入 200 μl Assay 

diluent 在室溫下放置 1 小時後，以 washing buffer 沖洗 3 次再加入 200 

μl細胞培養液或標準品，在室溫下放置 2 小時。以 washing buffer 沖洗 3 

次，加入 working detector (Detection antibody + Avidin-HRP reagent 1:250 in 

assay diluent) 室溫放置 1 小時。 Washing buffer 沖洗 7 次後，加入 100 μl 

TMB (tetramethylbenzidine)呈色，室溫下避光反應 30 分鐘。加入 50 μl stop 

solution (2N H2SO4)，30 分鐘內以 ELISA reader 於 450 nm 之波長測量該

樣品之吸光值，再以標準曲線換算 cytokine 之濃度。 

三、一氧化氮 (NO) 含量測定 

細胞以 2 X 105 cell/well 種於 96 孔盤中隔夜培養，前處理不同濃度的

(5、10、25 μM) 木犀草素 30 分鐘，加入 LPS (100 ng/ml) 刺激細胞 16 小

時 後 ， 取 100 μl 上 清 液 加 100 μl Griess reagent ( 含 0.1% 

napth-alethylenediamine dihydrochloride, 1% sulfanilamine , 2.5% phosphoric 

acid)，室溫下避光作用 10 分鐘， 30 分鐘內以 ELISA reader 於 550 nm 之

波長測量該樣品之吸光值，並以 sodium nitrite 為 standard solution 得到的標

準曲線換算出原樣本中的 nitrite 濃度。  
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四、PGE2 含量測定 

PGE2 之測定是利用競爭型酵素免疫分析 (competitive enzyme 

immunoassay) 之原理。方法為待測樣品的 PGE2 與已知固定濃度的 PGE2 

alkaline phosphatase tracer 競爭有限的 PGE2 monoclonal antibody。當三者共

同於室溫作用 1 小時之後，此時 PGE2 monoclonal antibody 會與連結在 

plate 底部的 goat anti-mouse IgG antibody 結合。以 washing buffer 沖洗未

連結的物質後，加入 substrate (p-nitrophenyl phosphate) 於室溫中呈色 60 

到 90 分鐘，以波長 420 nm 之 ELISA reader 讀取吸光值。由標準品的吸

光值換算待測樣品中 PGE2 的濃度。 

五、細胞免疫螢光染色  

細胞以 5 X 104 cell/well 種於置有圓蓋玻片之 12 孔盤中，前處理 25 

μM 木犀草素 30 分鐘，加入 LPS (100 ng/ml) 刺激細胞 15-60 min，將種

有細胞之玻片取出置於新的 12 孔盤中，細胞免疫螢光染色方法如前述。

以 mouse anti-p65 antibody (1:500) 4℃作用 24 小時，PBS 清洗 10 分鐘 3 

次，接著以 FITC-conjugated goat anti-mouse IgG antibody (1:200) 37 °C用1

小時，細胞核以 propidium iodide 染色 15 min，PBS 清洗 5 分鐘 3 次。

待乾後覆蓋於載玻片上以 Vectashield/Tris buffer (pH 8.4) 封片。使用 Leica 

laser scanning confocal 顯微鏡照相記錄。 

六、反轉錄聚合酶鏈反應 

以前述方法收集細胞 lysates，室溫下加入 RNABee (約1 ml/dish) 作用 

5 分鐘之後，加入 0.2 ml chloroform 室溫下作用 15 分鐘，之後在 4℃下

以 12000 rpm 離心 15 分鐘，取約 0.5 至 0.6 ml 的上層液加入含 0.5 ml 

isopropanol 的 eppendorff 中，沉澱 10 分鐘後，再 4℃ 下以 12000 rpm 
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離心 10 分鐘，離心後吸去上層液體， 以 75％ ethanol 清洗，最後在 4℃

下以 12000 rpm 離心 5 分鐘，吸去上層液體後風乾，待 pellet 成透明狀

後加入 30-50 μl 的 ddH2O 置於 4℃冰箱隔夜儲存。反轉錄聚合酶鏈反應

方法同前述。Primers 序列示於 Table 1. 。 

Table 1.  Primers used in RT-PCR analysis   
 

Primer Sequence 
TNF-α 
(502 bp) 
IL-6 
(247 bp) 
iNOS 
(835 bp) 
COX-2 
(860 bp) 
IL-10 
(136 bp) 
IL-1Ra 
(127 bp) 
GAPDH 
(451 bp) 

Forward  5’-ATGAGCACAGAAAGCATGATCCGC-3’ 
Reverse  5’-CTCAGGCCCGTCCAGATGAAACC-3’ 
Forward  5’-ATGAAGTTCCTCTCTGCAAGAGACT-3’ 
Reverse  5’-CACTAGGTTTGCCGAGTAGATCTC-3’ 
Forward  5’-CAACCAGTATTATGGCTCCT-3’ 
Reverse  5’-GTGACAGCCCGGTCTTTCCA-3’ 
Forward  5’-GGAGAGACTATCAAGATAGTGATC-3’ 
Reverse  5’-ATGGTCAGTAGACTTTTACAGCTC-3’ 
Forward  5’-TGA ATT CCC TGG GTG AGA AG-3’ 
Reverse  5’-ACA CCT TGG TCT TGG AGC TT-3’ 
Forward  5’-AAA TCT GCT GGG GAC CCT AC -3’  
Reverse  5’-GGT CAA TAG GCA CCA TGT CT-3’ 
Forward  5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’    
Reverse  5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 
 

 
 
 

七、Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 

利用細胞核中的轉錄因子與其調控之基因中特定的DNA序列結合的

特性，藉著核蛋白與人工合成的寡聚核苷酸探針 (oligonucleotide probe)結

合與否，而在電泳膠中所呈現不同的移動相來判定核轉錄因子活化情形。

細胞核蛋白的萃取: 細胞離心後取得的pellet加入約其量4倍體積的lysis 

buffer (50 mM Tris-HCl, 4mM EDTA, 2mM EGTA)，充分混勻後，置於冰上
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20分鐘。取少量上述反應液加入等體積trypan blue於顯微鏡下觀察細胞 

lysis情形，若仍有大部分細胞未反應完成，則再輔以微研磨器研磨數次後，

以10000 r.p.m.在4℃下離心20分鐘。收集pellet並與Tortex buffer (20 mM 

Hepes/ pH 7.9, 350 mM NaCl, 20％  glycerol, 5 mM MgCl2, 0.5 mM 

EDTA/pH8.0, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM DTT, 0.1％ PMSF, 1％ Aporotinin)充

分均勻混合，在4℃反應過夜。以12000 r.p.m.在4℃離心15分鐘後，收集上

清液進行蛋白質濃度的測定。分裝每管5~15 μg的蛋白，保存於-80℃備用。

取 5 μg 細胞核的萃取物加入 20 μl binding reaction mixture 【含2 μL的

buffer D (20 mM HEPES/pH7.9, 20％ glycerol, 100 mM KCl, 0.5 mM 

EDTA/pH8.0, 0.25％ NP-40, 2 mM DTT, 0.1％ PMSF)、4 μL的buffer F (20

％ Ficoll 400, 100 mM HEPES/pH7.9, 300 mM KCl, 10 mM DTT, 0.1％ 

PMSF) 】及 5 μL的 biotin標定的探針  (NF-κB或AP-1； 5 pmole) ，

NF-κB(5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’)；AP-1 (5’-AGTTGAGGG 

GACTTTCCCAGGC-3’) 30℃反應30分鐘，其間每10分鐘將樣品震盪混合一

次。反應完成後加入6倍的loading dye 【20％ 5倍 TBE (0.445 M Tris, 0.445 

M boric acid, 0.01 M EDTA), 50％ glycerol, 少許 Xylene cyanol】與樣品混

合均勻，在4℃於6％ Native acrylamide gel (需先以20 mA先行電泳1小時)

以30 mA進行電泳2小時。待電泳完成，將膠片浸潤於0.5倍的TBE buffer 10

分鐘，利用濕式轉漬槽在4℃、150 mA轉漬1小時，將蛋白轉漬至NC 

membrane上。NC membrane經1倍 TBS (2.7 mM KCl, 10 mM Tris-Cl, 137 

mM NaCl/pH 7.5)潤洗後，以UV crosslinker照射固定，再以1倍 TBS所泡成

的5%脫脂牛奶進行blocking 30分鐘。以1倍TBS清洗NC membrane 4 次，每

次5分鐘。依1：20000的體積比配製  Strepavidin-Horseradish Peroxidase 

(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., PA USA)於1倍TBS中，並將NC 

membrane 靜置於其中，在4℃中反應過夜。隔天再將其移至室溫下反應1
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小時後，以1倍TBS清洗NC membrane 4次，每次5分鐘。將NC membrane與

ECL (enhanced chemiluminescence) detection kit (PerkinElmer Life Science 

Inc., MA USA)在室溫下反應5分鐘後，裝於透明塑膠袋內並置於壓片夾 

(cassette)中，以X-ray film (Fuji Photo Film Co., Ltd., Tokyo Japan) 感光後，

復以自動洗片機 (Hope X-ray Products Inc., PA USA)洗片顯影。 

八、流式細胞儀分析活性氧化物 (ROS) 

ROS 的受質 2’, 7’-dichlorofluorescin diacetate (H2DCFDA) 可直接進

入細胞內接著被分解成無螢光親水性物質 dichlorofluorescein (DCFH)。當

細胞產生活性氧分子 (ROS) 可將  DCFH 氧化形成螢光物質 2’, 

7’-dichlorofluorescein (DCF)，利用流式細胞儀偵測螢光物質的多寡以代表

H2O2 生成量。 MH-S 細胞先以 H2DCFDA (5 μM, Molecular Probes, 

Eugene, Oreg ) 和 luteolin (5-25 μM) 前處理 30 分鐘，接著以 LPS (100 

ng/ml) 於 37oC 培養 0-15 分鐘，收集不同時間及不同處理組別的細胞以

預冷的PBS清洗，利用流式細胞分析儀 (FACSCalibur flow cytometer, 

Becton Dickinson, CA, USA) 及 Cell Quest software 分析各組細胞的螢光

變化量。   

 

第三節 統計分析 

實驗結果以平均值±標準偏差( mean ± SD.)表示，使用 ANOVA 分析，

並以 Bonferroni correction 和 Student’s t-test 來評估藥物處理組與對照組

之差異。當 p <0.05、p <0.01或 p <0.001 時，顯示統計上具顯著差異。本

論文之細胞學實驗，每一處理至少三重複，同樣實驗至少重複執行三次以

上。 
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第四章 結 果 

Part A 以活體動物及離體細胞模式評估木犀草素抗肺纖維化作用

及分子機轉探討 

一、木犀草素減少 bleomycin 引發之急性期肺炎 

肺灌洗液中的發炎細胞數量的增加可反應出急性肺損傷之後產生的肺

部發炎程度。我們也從從小鼠肺灌洗液中的發炎細胞數量來評估木犀草素

對於 bleomycin 引發急性期肺炎之抗發炎效果。在 bleomycin 造模後第3 

天，肺灌洗液中的發炎細胞總數明顯增加，到了第 7 天發炎細胞總數激增

為原來的 5 倍之多(Table 2)，以木犀草素或類固醇藥物治療組的老鼠，在

整個期間肺灌洗液中的發炎細胞總數都比 bleomycin 組少，在第 7 天減少

程度最為明顯 (2.28 ± 0.17 / 1.35 ± 0.11 x105)。以細胞分群所佔的比例來

看，木犀草素可明顯減少 bleomycin 造成的嗜中性白血球增加 (21.07 ± 

2.43 / 14.4 ± 2.99 %)。 

急性肺炎的另一項指標為肺灌洗液中早期發炎細胞激素的激增，尤其

是 TNF-α 和 IL-6。從 ELISA 分析結果發現，在 bleomycin 造模後第 3

天，IL-6 濃度增加為正常的 3 倍 (Figure 1B)；在 bleomycin 造模後第 7 

天，TNF-α 濃度增加為正常的 4 倍多 (Figure 1A)，而木犀草素治療組明

顯地降低由 bleomycin 引發的 TNF-α 和 IL-6 釋放，與類固醇藥物治療組

相較並無明顯差異。 

直接從 H&E 染色的小鼠的肺組織切片也可以觀察肺損傷程度。在

bleomycin 造模後第 7 天，大量的單核球浸潤，佔據了大部分的肺泡與間

質，也破壞了正常的肺實質結構，到了第 14 天，單核球浸潤現象略為減

緩。木犀草素治療組可減少單核球的聚集，保留肺組織的完整性，類固醇

治療組也有接近的保護效果。統計所有切片的肺損傷程度量化值顯示木犀
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草素治療組受到的破壞較少，與類固醇藥物治療組相較並無明顯差異 

(Figure 2)。 

二、木犀草素減少 bleomycin 引發之肺纖維化 

在對木犀草素的抗肺纖維化作用進行評估之前，首先要瞭解由

bleomycin 造成小鼠肺纖維化的病程進展。 Figure 3A 為 bleomycin 造模

後經過不同天數的 Masson’s Trichrome 染色病理切片，紅色部分為正常的

細胞構成的肺組織結構，藍色部分為膠原蛋白的沉積。正常的肺組織及肺

泡結構完整，bleomycin 造模後第 3 天肺泡開始被大量的發炎細胞佔據，

第 7 天時，肺泡間隔明顯加寬，可見數量不等的纖維組織增生伴有些微的

膠原產生；到了第 10 天，膠原蛋白明顯增加；到了第 14天，肺泡間隔可

見大量增生的上皮細胞，並有為數不少的巨噬細胞散布在肺泡中(Figure 

3B)，肺泡間質累積大量的膠原蛋白(Figure 3C)；第 21 天，肺泡壁被大量

沉積的膠原蛋白瓦解，肺泡塌陷，形成局部的纖維化病變 (focal fibrotic 

lesions)。 

接著進行木犀草素的抗肺纖維化作用評估，並參照實驗方法中所述之

量化標準進行統計(Figure 4)。實驗分為二部分:(1)早期給藥療程:於造模後

隔天每日以胃管餵食藥物；(2)後期給藥療程: 於造模後第 10 天才開始每

日以胃管餵食藥物。從第 21 天的組織病理切片圖發現，在早期給予木犀

草素治療的小鼠的肺組織纖維化現象明顯比 bleomycin 造模組輕微許多 

(Figure 5A)，膠原沉積的面積和密度也比較小，統計所有切片的肺纖維化程

度量化值顯示，早期給予木犀草素治療可以預防肺纖維化的產生 (Mean 

fibrosis score,  p<0.001 vs. BLM)；早期給予傳統的抗發炎藥物類固醇也有

相近的效果 (p<0.01 vs. BLM)。在造模後第 10 天也就是膠原沉積已形成之

後才開始給予木犀草素治療，對肺纖維化也有明顯的改善 (Figure 5B) 
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(Mean fibrosis score, p<0.01 vs. BLM)；後期的類固醇治療效果則較不明顯 

(p<0.05 vs. BLM)。 

膠原沉積是肺纖維化的重要指標；促纖維化激素 (profibrotic cytokine) 

TGF-β1 的高度表現也對纖維化有很大的促進作用。我們也從小鼠肺組織的

膠原沉積量和 TGF-β1 基因表現來評估木犀草素對肺纖維化的改善程度。

在 bleomycin 造模後 21 天，肺組織的膠原蛋白量明顯增加為正常的 5

倍，早期給予木犀草素治療可以明顯減少肺組織的膠原蛋白量 (Figure 6A) 

( p<0.001 vs. BLM)；早期給予類固醇也有相近的效果 ( p<0.01 vs. BLM)。

在造模後第 10 天才開始給予木犀草素治療，也可以減少肺組織的膠原蛋

白量 (Figure 6C) ( p<0.01 vs. BLM)；後期的類固醇治療則無法減少肺組織

的膠原蛋白量。在肺組織的 TGF-β1 基因表現部分，早期給予木犀草素治

療可以明顯減少肺組織的 TGF-β1 mRNA 表現量 (Figure 6B) ( p<0.001 vs. 

BLM)；在造模後第 10 天才開始給予木犀草素治療，也可以減少肺組織的 

TGF-β1 mRNA 表現量 ( Figure 6D ) ( p<0.01 vs. BLM)；晚期類固醇治療與

早期類固醇治療一樣，對肺組織的 TGF-β1 mRNA 減少程度較不明顯 

( p<0.05 vs. BLM)。 這些結果提供了更多的證據證明木犀草素不僅在肺損

傷的急性期有良好的抗發炎作用，在纖維化已形成的階段也有明顯的改善

效果。 

三、木犀草素抑制小鼠肺纖維母細胞的生長分化與分泌 ECM 

從動物實驗結果得知木犀草素有良好的抗肺纖維化作用，為了能更確

認木犀草素抑制肺纖維化的作用機轉，我們對一些參與肺纖維化的細胞進

行分析。肺纖維母細胞在纖維化起始及進展過程中扮演相當重要的角色，

它會分泌多種 fibrogenic mediator，而且是 ECM 的主要製造者，肺纖維母

細胞在 TGF-β1 的刺激下，會增加 α-SMA 及 ECM 蛋白的表現，也會進
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一步分化成肌纖維母細胞，分泌更多的 fibrogenic mediator。 

我們從小鼠的肺分離出肺纖維母細胞，繼代培養純化後，以不同濃度

木犀草素 (10, 25, 50 μM) 單獨處理肺纖維母細胞，從 72 小時的生長曲線圖

中可發現，木犀草素對肺纖維母細胞有生長抑制作用，而且有劑量依存效

應 (Figure 7)。25 μM 的木犀草素幾乎可完全地抑制細胞的生長；50 μM 的

木犀草素並不會對肺纖維母細胞造成傷害。 

木犀草素除了能有效抑制肺纖維母細胞的生長，對纖維母細胞分化的

影響是進一步探討的重點。α-SMA 的表現增加是纖維母細胞分化的一項指

標，分化後的肌纖維母細胞 大量表現 α-SMA 以形成 stress fiber，分泌 

ECM 的能力也增加。從細胞免疫螢光染色的照片中發現，肺纖維母細胞單

獨處理 TGF-β1 (5 ng/ml) 72小時後，α-SMA 大量表現且呈平行束狀排列；

前處理 25 μM 的木犀草素的細胞則可明顯抑制由 TGF-β1 刺激所造成的

α-SMA 大量表現 (Figure 8)。 Western blot 的 α-SMA 蛋白表現量數據也

再一次驗證此項觀察結果(Figure 9) ( p<0.01 vs. TGF-β1)。 

    TGF-β1 除了改變纖維母細胞的型態之外，還會促使細胞製造更多的細

胞間質蛋白，其中最主要的是 collagen I/III。從 Figure 9 western blot 的結

果顯示，單獨處理木犀草素已明顯減少肺纖維母細胞製造 collagen I ( p<0.01 

vs. Veh)；單獨處理 TGF-β1 時 collagen I 被大量製造；細胞前處理木犀草素

則可抑制由 TGF-β1 刺激所造成的 collagen I 大量表現。Vimentin 是另一種

肌纖維母細胞 的指標蛋白，木犀草素單獨或與 TGF-β1合併處理細胞都可

抑制 vimentin 的表現 (Figure 9)。 

Smads 蛋白家族是細胞內負責將 TGF-β1 刺激所產生的訊息傳遞至細胞

核的傳遞者，研究也顯示在 BLM-induced 的肺纖維化組織有 Smads protein 

的過度表現。因此我們也將探究木犀草素是否影響早期的 TGF-β1/Smads
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訊息傳遞。Western blot 的結果顯示 (Figure 10)， TGF-β1 刺激  肺纖維母

細胞 20-30 分鐘，出現大量的 Smad3 磷酸化蛋白，細胞前處理 25 μM 的木

犀草素則可抑制由 TGF-β1 刺激所造成的 p-Smad3大量表現 ( p<0.05)；而細

胞前處理 TGF-β1 type 1 receptor kinase inhibitor (SB431542) 則完全地抑制

了 Smad3 的磷酸化 ( p<0.001)。 活化的 p-Smad3 (R-Smad) 必須與 Smad4 

(Co-Smad4) 結合成 heterodimer，才能進核參與基因的調控，因此 Smad4 蛋

白的表現也會影響 TGF-β1的訊息傳遞。 Western Blot 的結果顯示(Figure 

10)，細胞單獨 25 μM 的木犀草素就會抑制 Smad4 蛋白的表現 ( p<0.05 vs. 

Veh)；合併 TGF-β1時亦可降低由 TGF-β1刺激所造成的 Smad4 過度表現

( p<0.01 vs. TGF-β1)。 SB431542 對 TGF-β1刺激所造成的 Smad4 過度表

現沒有影響。 綜合以上結果得知，透過抑制 Smad3 磷酸化和減少 Smad4 

的表現而阻斷 TGF-β1 訊息傳遞，可能是木犀草素抑制肺纖維母細胞生長、

分化和分泌 ECM 的分子機轉之一。  

四、木犀草素抑制肺上皮細胞株 A549 進行 EMT 

如前述，肺上皮細胞在肺纖維化的過程中也扮演重要角色，除了會分

泌與纖維化有關的物質和 ECM components之外，肺上皮細胞在 TGF-β1 

刺激下具有 epithelial-mesenchymal transition (EMT) 的能力，會從上皮細胞

轉變為具肌纖維母細胞 phenotype 的細胞。接著我們也將探討木犀草素對 

TGF-β1- induced EMT 的作用。如 Figure 11 A 所示，正常的 A549 細胞

具有上皮細胞的形狀 (cobblestone epithelial morphology) 及 cell-cell 

adhesion，免疫螢光染色可發現在細胞膜附近有明顯的 epithelial marker 

(E-cadherin)表現，在TGF-β1 刺激 48小時後，細胞形狀明顯改變，變成 

mesenchymal-like 的梭狀細胞，cell-cell adhesion 消失，E-cadherin 分解到

細胞質中，木犀草素對這些改變有明顯的抑制作用。 Western blot 的結果



 

 87

顯示(Figure 11B)，A549 細胞單獨處理 TGF-β1 48小時後，epithelial marker 

(E-cadherin) 表現減少；mesenchymal phenotypic markers (fibronectin 和 

vimentin) 明 顯 增 加 ， 表 示 A549 細 胞 在 TGF-β1 刺 激 下 進 行

 epithelial-mesenchymal transition。木犀草素對這些改變有明顯的抑制作用

(除了vimentin之外)。綜合以上結果得知，透過抑制 EMT 而減少肌纖維母

細胞的分布，可能是木犀草素抗纖維化作用的機轉之一。 

 

Part B 木犀草素對於肺泡巨噬細胞的免疫調控 

一、木犀草素對細胞存活率之影響  

MH-S 和 RAW 264.7 細胞分別以不同濃度 (5、10、25、50 μM) 的木

犀草素處理，經 24 小時後，以 Trypsin 染色及 MTT 法偵測木犀草素對

細胞是否有毒性，結果發現 50 μM 以下的藥物濃度均不會造成細胞毒性

(Figure 12)。 

二、木犀草素對 LPS 刺激巨噬細胞產生促發炎細胞激素及發炎物質的影響 

TNF-α 和 IL-6 等促發炎細胞激素 (Proinflammatory cytokines) 在發炎

過程中扮演重要角色，因此我們首先探討木犀草素是否對 LPS 刺激巨噬細

胞產生 TNF-α 和 IL-6 有抑制效果。如 Figure 13 所示，RAW 264.7 和 MH-S

細胞單獨處理 LPS (100 ng/ml) 造成細胞激素大量釋出，而細胞前處理木犀

草素  (5-25 μM) 以 濃 度 依 存 性 的 方 式 抑 制  LPS 刺激細胞生成

TNF-α (Figure 13Α) 和 IL-6 (Figure 13B)。 在 NO 和 PGE2的實驗結果也有

相同的趨勢(Figure 14)，但因細胞種類不同略有差異，在 RAW 264.7 細胞

觀察到木犀草素 5 μM 對 NO 即有明顯的抑制 (50%)(Figure 14A)；而在 

MH-S 細胞，木犀草素 5 μM 對 PGE2的抑制已達到 80% (Figure 14B)。 
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三、木犀草素對 iNOS 和 COX-2 的蛋白質的調控   

為了探究木犀草素對 LPS 刺激巨噬細胞產生 NO 和 PGE2 是否與 

iNOS 和 COX-2 二種催化酵素有關，接著以 western blot 來分析木犀草素

對 iNOS 和 COX-2 蛋白的表現。在未加 LPS 刺激及單獨處理木犀草素

的細胞中偵測不到 iNOS 和 COX-2 蛋白的表現。LPS (100 ng/ml) 刺激 8 

小時後，iNOS 和 COX-2 蛋白開始有表現，到 14 小時達高峰 (Figure 

15)。木犀草素 (25 μM) 在這二株巨噬細胞皆可顯著地抑制由 LPS 刺激所

增加 iNOS 和 COX-2 的蛋白表現。 

四、木犀草素對相關分子的基因調控 

為了探討木犀草素抑制發炎物質的產生是否因為參與相關分子的基因

調控之故，接著以反轉錄聚合酶鏈反應  (RT-PCR)來分析相關分子的 

mRNA 表現。MH-S 和 RAW264.7 細胞前處理木犀草素再給予 LPS 刺激，

在幾個不同的時間點收集細胞的 RNA 分析 iNOS、COX-2、TNF-α 和 IL-6 

mRNA。如 Figure 16 所示，木犀草素 (25 μM) 顯著地抑制由 LPS 刺激所

引起的 iNOS、COX-2、TNF-α 和 IL-6 mRNA level。此現象亦符合於蛋白

層次的結果。比較 MH-S 和 RAW264.7 二株細胞之反應時間，MH-S 在處

理 LPS 2 小時而 RAW264.7 在處理 LPS 4 小時後相關分子開始進行轉

錄。綜合上述結果顯示，木犀草素是在基因轉錄層次抑制細胞激素 

(TNF-α, IL-6) 及催化酵素 (iNOS, COX-2) 的基因表現，導致下游的

TNF-α, IL-6, NO 和 PGE2產量減少。 

   巨 噬 細 胞 分 泌 的 Interleukin-1 Receptor antagonist (IL-1Ra) 和

Interleukin-10 (IL-10) 有抑制 TNF-α、IL-1、IL-6 和 IL-8 的產生，調節發

炎反應之功能。因此本論文也探討木犀草素對這些抗發炎細胞激素有何

影響。如 Figure 17 之 RT-PCR 結果所示，MH-S 細胞單獨處理 LPS 或
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木犀草素 8 小時後， IL-1Ra mRNA 表現增加 (分別為 p< 0.05 和 p< 

0.01)；同時處理 LPS 和木犀草素組，木犀草素對 LPS 刺激 IL-1Ra 

mRNA 有加成的效果 (p< 0.01)。MH-S 細胞單獨處理 LPS 會增加 IL-10 

mRNA 表現，而木犀草素不會對 IL-10 mRNA 的表現造成任何影響。 

五、木犀草素對 LPS 刺激 NF-κB 活化的影響 

NF-κB 是一參與發炎物質基因轉錄重要的調節分子 (189)，因此我們推

測木犀草素抑制發炎物質的基因表現可能與抑制 NF-κB 的活化有關。本

實驗利用 EMSA 實驗來偵測木犀草素對 NF-κB 與 DNA 結合能力的影

響。如 Figure 18A 所示，LPS 處理 MH-S 細胞於 60 分鐘時 NF-κB p65 次

單元的核轉移現象達到最高峰，此活化作用可因前處理木犀草素而被抑制 

(Figure 18B)；細胞如以 PDTC ( NF-κB 抑制劑) 前處理亦得到相同的抑制

效果。另外我們也利用細胞免疫螢光染色法觀察活化態 NF-κB p65 次單元

的核轉移現象。如 Fig 19 所示木犀草素明顯地抑制由 LPS 刺激所造成的

NF-κB p65 nuclear translocation。 

NF-κB p65 的核轉移歸因於細胞質內與 NF-κB 結合的抑制性蛋白

IκB-α 被磷酸化 (phosphorylation)、泛素化 (ubiquitination; ubiquitin 是用來

接在欲降解蛋白質上的標籤蛋白質)，最後被送到 proteosome 分解(190, 191)，

因此利用西方點墨法 (western blot analysis) 來觀察木犀草素對由 LPS 刺激

所造成 IκB-α 分解的影響。如 Figure 20A 所示，以 100 ng/ml LPS 處理 MH-S 

或 RAW 264.7，引發 IκB-α 快速被分解 (10-20 分鐘)，在 60 分鐘時可恢復

為原始狀態。細胞若以木犀草素 (25 μM) 或 PDTC (200 μM) 前處理 30

分鐘則可有效抑制由 LPS 刺激所造成 IκB-α 分解 (Fig 20B)。 綜合以上結

果得知，木犀草素抑制 NF-κB 的活化，包括 IκB-α 分解、NF-κB p65 次單

元的核轉移和 NF-κB 與 DNA 的結合能力。 
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 六、木犀草素對 LPS 刺激 AP-1 活化的影響  

文獻報導 activating protein-1 (AP-1) 是另一個轉錄調控因子，細胞在

被 LPS 刺激後活化 AP-1 也會增加促發炎激素的製造(192, 193)，因此我們也

進一步探討木犀草素對 AP-1 活化的影響。首先利用 EMSA 實驗來偵測木

犀草素對 AP-1 與 DNA 結合能力的影響。如 Figure 21 EMSA 實驗所示，

LPS 處理 MH-S 細胞於 60 分鐘時 AP-1-DNA complex 結合量達到最高峰 

(Figure 21A)，此活化作用可因前處理木犀草素或 curcumin (AP-1 抑制劑) 

而被抑制 (Figure 21B)。 從 RT-PCR 的結果顯示，細胞以 10 μM curcumin

前處理，可抑制由 LPS 刺激所造成的 TNF-α、IL-6、iNOS 和 COX-2 mRNA 

過度表現 (Figure 22A)。 細胞以 100 μM PDTC (NF-κB 抑制劑)，也可抑

制由 LPS 刺激所造成的 IL-6、iNOS 和 COX-2 mRNA 過度表現 (Figure 

22B)。木犀草素(25 μM) 對 LPS 刺激所造成的 TNF-α、IL-6 和 iNOS 

mRNA 抑制效果優於同時使用 curcumin 和 PDTC (Figure 22C)。綜合以上

結果得知，LPS 活化了 NF-κB 和 AP-1 二個轉錄分子，導致下游發炎相

關分子 (TNF-α、 IL-6、iNOS 和 COX-2) 表現量增加。 木犀草素則抑制

由 LPS 刺激所造成 NF-κB 和 AP-1 活化，阻斷了發炎物質的產生。 PDTC 

一般被認為可以抑制 NF-κB 的活化，但在我們的幾次重複實驗中發現它並

不能使 NF-κB 下游 TNF-α mRNA 的表現減少 (Figure 22B)。 
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七、木犀草素對對 LPS 刺激 ROS 產生的影響 

 文獻報導 LPS 會刺激巨噬細胞在很短的時間內產生 ROS (194, 195)。 

我們利用流式細胞儀偵測 DCF 螢光量表示細胞所產生的 H2O2 和・

OH。如 Figure 23A 所示，LPS 處理 MH-S 細胞，5 分鐘時細胞內的 ROS 

急速升高。細胞前處理木犀草素 (5-25 μM)可阻止 ROS 的產生，並有劑

量依存性 (Figure 23B)。   

八、木犀草素對 Akt 與 Ikk 磷酸化的影響 

 根據前人研究得知 NF-κB 的轉錄活化與上游 IKK 或 Akt 等激酶

有關。因此我們也進一步探討木犀草素對 NF-κB 上游的訊息傳遞路徑的

參與。從 Figure 24  Western blot 的結果顯示， MH-S 細胞前處理木犀草

素 (25 μM) 可 抑 制 由  LPS 刺 激 在  10 分 鐘 時 所 引 起 的  Akt 

(Thr308/Ser473) 和 IKKα/β (Ser176/180) 磷酸化。當細胞以 10 μM 

LY294002 ( PI3K selective inhibitor ) 前處理，也有類似的抑制作用。 綜合

以上結果顯示，木犀草素阻斷了 NF-κB 上游的訊息傳遞路徑，導致 

NF-κB 的轉錄無法進行。 
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第五章  討 論 

    肺纖維化是一種進行性細胞外間質蛋白過度沉積導致缺氧甚至死亡的

呼吸系統疾病，至今還沒有一種藥物能有效地治癒肺纖維化。肺纖維化最

主要的病理特徵是肺泡上皮細胞無法再上皮化(re-epithelialization) 和纖維

母細胞/ 肌纖維母細胞持續地活化，釋放出大量的胞外間質蛋白破壞了肺

組織的結構。儘管近幾年來對肺纖維化的病理變化較為明瞭，但對其病因

學及所有參與的細胞及分子機轉仍所知有限。肺纖維化的發展過程通常是

不活躍但也不易改變的，因此在治療上有很大的限制，臨床上以類固醇及

免疫抑制劑為建議使用的治療藥物，但對多數肺纖維化的病人效果是有限

的。長久以來的學說認為急性或慢性肺部發炎是導致肺纖維化的主因，但

從許多的臨床及動物實驗結果發現，抗發炎藥物(包括類固醇)對肺纖維化的

改善有限；也不是所有原因引起的肺部發炎都會造成肺纖維化的後果，所

以近年來的研究傾向於將發炎與纖維化分開來討論。從大多數特異性肺纖

維化病人 (IPF) 的病理分析發現，肺部發炎並不是最主要組織病理特徵，

反而有明顯的 epithelial–mesenchymal interaction 和不正常的傷口癒合過

程，也有越來越多的研究認為纖維細胞的增生引起一連串的肺組織破壞是

造成肺纖維化最主要的原因。總之，肺纖維化過度的膠原沉積是在免疫學

或遺傳因素影響下，引發各種不同類型的細胞之間複雜的相互作用，造成

膠原形成與降解調控失衡的結果。從疾病的相關分子機轉研究中找到新的

治療標靶是目前抗肺纖維化藥物研發的方向也是迫不及待的工作。 

     木犀草素是一種植物黃酮，也是傳統中醫常用來治療呼吸系統疾病的

中藥金銀花的主要成分之一，有學者研究顯示木犀草素具有明顯的抗氧化

及抗發炎作用，在本研究的預試驗中篩選了幾種植物成分，也發現木犀草

素的抗發炎效果優於槲皮素、黃芩素和小檗鹼。因此本論針對木犀草素抗
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肺纖維化作用進行療效評估及相關細胞分子機轉的探討。 C57BL/6J 品系

小鼠以 bleomycin 氣管投藥會造成持續性的肺部纖維化(196)，因此這種疾病

動物模式普遍地被應用於肺纖維化的研究。在熟練的實驗技巧及適當的劑

量控制下，我們成功地從氣管注入 bleomycin 誘發小鼠的肺纖維化，其肺

纖維化現象可維持到第 4 週，因此我們可以明確地判斷肺纖維化形成的時

間及評估藥物的療效。在誘發小鼠肺纖維化的時程中發現在造模後的第 7 

天觀察到膠原蛋白已開始形成；在造模後的第 10 天可觀察到明顯的膠原

蛋白沉積 (Figure 3A)，推測此時肺部已從發炎期近入纖維化期，結果與 

Izbicki 等人的研究相近(197)。Chaudhary 等人認為有許多治療肺纖維化的試

驗性藥物在動物實驗時有很好的抗纖維化效果，多無法應用在臨床上，可

能是因為大部分的試驗性藥物都具有抗發炎作用，而且在 bleomycin 造模

之前或造模同時給藥，能有效阻止或減緩實驗動物的早期肺損傷，因此減

少後續的肺纖維化病變，但對臨床上正在進行中或已形成的纖維化病變改

善效果則有限(198)。為了區別木犀草素的抗發炎及抗纖維化作用，我們設計

了早期與後期治療二個不同給藥時間的動物實驗。從實驗結果發現，

bleomycin 造模之後早期給與木犀草素治療的實驗小鼠，肺纖維化明顯減

輕，此結果與 bleomycin 造模初期木犀草素的抗發炎作用有關 (Figure 5, 

6)。木犀草素透過抑制免疫細胞及纖維細胞的趨化及活化，同時抑制 

profibrotic cytokines 與 growth factors 釋放，以減少對肺泡上皮細胞的傷害

及胞外膠原的產生，木犀草素在此階段對肺組織纖維化的形成有明顯的預

防作用。當 bleomycin 造模之後第 10 天發炎現象已趨緩，膠原沉積已產

生時再給與木犀草素治療，肺纖維化也有改善，顯示木犀草素對進行中或

已形成的肺組織纖維化有治療的效果，是透過抑制纖維細胞的增生及 

TGF-β1 的釋放 (Figure 5, 6)。不論是早期或後期的治療，木犀草素都可以減
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少肺組織 TGF-β1 mRNA 的表現與 collagen 含量，也證明木犀草素是透過

抑制 TGF-β1 的活性而減少 collagen 的製造與沉積。 

    Selman 等人認為，纖維化病變除了發炎因素之外還有更多值得研究的

主題(85)，例如內因性的異常傷口癒合 (intrinsic aberrant wound healing)，在

此種調控機制下，受損的肺泡上皮細胞及實質纖維母細胞之間的相互作用

促使細胞轉型成為 mesenchymal cell phenotype，並往纖維化發展(fibroblast 

proliferation, myofibroblast differentiation and matrix synthesis)。 TGF-β1 是

調控上皮細胞與 mesenchymal 細胞的交互作用最重要的分子，與傷口癒合

及纖維化的關係密不可分。Munger 也發現過度的 integrin αvβ6 表現可促

進 latent TGF-β 活化，製造有利於纖維化發展的條件，這個現象與發炎反

應不一定有關(81)，雖然發炎反應最後也會造成 TGF-β 的活化。或許將肺纖

維化定義為由包括發炎在內的多種病因造成的“併發症＂，而不是一種

“特殊的疾病＂比較不會造成糢糊的印象。 

從動物實驗的結果與相關的文獻探討印證後我們進一步的推測，木犀

草素也會作用於除了免疫細胞之外參與纖維化形成的其它細胞，例如肺纖

維母細胞和肺泡上皮細胞，因此我們利用細胞學實驗來探討木犀草素對這

些細胞的作用。實驗結果發現，木犀草素可以抑制肺纖維母細胞的生長，

對TGF-β1刺激所產生的  肌纖維母細胞  differentiation 及  collagen I 

production 都有抑制作用 (Figure 7, 8, 9)，驗證了動物實驗的結果。此外，

肺纖維母細胞單獨處理木犀草素時可減少 mesenchymal related marker 

( α-SMA, Vimentin and collagen production )  的表現，顯示木犀草素可能具

有促進 MET (mesenchymal epithelial transition) 的能力，有助於肺泡上皮細

胞的再上皮化(re-epithialization) 與正常肺結構的重建。 TGF-β1與纖維化的

關係密不可分，TGF-β1在細胞內的訊息傳遞過程及如何調控相關分子的表

現也變得極為重要。許多的研究都發現 TGF-β1下游的 Smad3 的活化對纖
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維化有重要的影響 (199-201)。Zhao 等人指出  SARS-CoV nucleocapsid (N)  

protein 促進上皮細胞 TGF-β1與 Smad3 的活化使下游 PAI-1 表現增加，

與肺纖維化的形成有重大關聯(202)，這也可以解釋為何 SARS 病人發病早

期就可觀察到肺纖維化的病灶，除了發炎損傷後的修復動作之外，直接活

化 Smad3 也是因素之一。我們也證明了在短時間內木犀草素會透過抑制 

Smad3 的磷酸化與 Smad4 的表現，阻斷 TGF-β1的訊息傳遞，導致下游與

組織癒合及纖維化相關分子的表現減少 (Figure 10)，為日後研究金銀花及

木犀草素在 SARS 病毒感染造成呼吸系統病變的應用方面提供參考數

據。此外我們也首次發現木犀草素在短時間內會減少 Smad4 (Co-Smad) 的

表現而影響 TGF-β1的訊息傳遞 (Figure 10)，推測木犀草素會影響 Smad4 

蛋白的穩定性，至於木犀草素是透過何種方式(例如 proteosome 的分解) 影

響 Smad4 蛋白的穩定性，是值得繼續探討的題目。  

      肌纖維母細胞在肺纖維化發展過程中是最主要的胞外基質分泌細胞，

從 IPF 切片觀察中發現肌纖維母細胞數量增加，形成越多的 fibroblastic 

foci，對肺纖維化的癒後越不利(203)。這些被活化的肌纖維母細胞會大量表

現 出  mesenchymal immunocytochemical markers 、 有 收 縮 能 力 的 

intracytoplasmic stress fibers (例如 α-SMA) 並製造大量的膠原蛋白。因此，

探究損傷後的肌纖維母細胞如何增生及其來源細胞的種類是很重要的，因

為調控 fibroblast phenotype 細胞的分化和增生是完全不同的機制。從 IPF 

病人的肺分離出的纖維母細胞具有與正常人的肺纖維母細胞不同的 

heterogenous phenotypes 和特性，因此推測這些 heterogenous phenotypes 的

細胞可能是由許多不同種類細胞分化而來(204)。越來越多的研究發現肺泡上

皮細胞  (AECs) 經過  epithelial–mesenchymal transition 可轉變成具有

mesenchymal phenotype 的細胞並作為纖維母細胞和肌纖維母細胞的來源

細胞(75, 76, 205)。從這個層面來說，肺泡上皮細胞在參與肺纖維化的過程中扮
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演關鍵性角色，它是一種“multipotent progenitor”，受不同的因素刺激就可

能走向不同的命運，包括 re-epithelialization 結構重建、apoptosis 或經由 

EMT 分化成 fibrogenesis 的細胞等，對研究肺纖維化的發展來說，釐清在

何種調控因素下使 AECs走向不同的命運有助於對疾病的控制。Kevin K.

曾指出 TGF-β1 的活化和某些特殊的 ECM 蛋白過多是促使 AECs 走向 

EMT 及發展為 fibrotic lung 的重要影響因素(206)。從我們的實驗結果也印

證了這個現象，TGF-β1 不但改變了 A549 細胞原來上皮細胞的形態，原

本聚集在細胞膜周圍作為 cell-junction 的 E-cadherin 崩解 (Figure 11A)，

隨著  epithelial marker 的減少，取而代之的是  mesenchymal marker 

(fibronectin 和 vimentin) 的增加，木犀草素對 TGF-β1-induced EMT 則有

抑制的作用(Figure 11B)，推測應該也是與阻斷 TGF-β1 訊息的傳遞有關。 

黃酮類化合物為普遍存在於植物中的二次代謝產物，一般認為其具有

廣泛的生物活性，如抗氧化、抗菌、抗發炎、抑制腫瘤生長及血管新生等

作用(207)。 在哺乳動物的細胞學研究顯示，某些植物黃酮類化合物可抑制

發炎物質 (pro-inflammatory cytokines and mediators) 的產生而具有抗發炎

作用(208)。 發炎期過多的細胞激素 (如TNF-α 和 IL-6) 會造成器官組織的

傷害，如風溼性關節炎、血管硬化，甚或導致敗血性休克。可抑制發炎物

質的產生或可調控發炎物質基因表現的化合物都具有成為抗發炎藥物的潛

力，而天然植物黃酮類化合物具有這些生理活性，現今已成為熱門的抗發

炎藥物研發標的。木犀草素屬植物黃酮類化合物，之前的研究顯示木犀草

素對 C57BL/6J老鼠的細菌性肺炎具有保護作用，可降低死亡率及肺組織

發炎程度(40)。木犀草素能有效地減緩實驗小鼠由 bleomycin 氣管投藥所造

成的急性肺炎(Table 2, Figure 1, 2)，其抗發炎效果與傳統抗發炎藥物類固醇

相近。木犀草素的抗發炎機轉為減少發炎細胞尤其是嗜中性白血球的趨化

聚集及抑制發炎激素的釋放。此項動物實驗的結果也驗證了木犀草素在細
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胞免疫方面的調節作用。肺泡巨噬細胞為分布於肺泡周圍對病原體最先起

反應的免疫細胞，在本研究中發現，木犀草素不管是在肺泡巨噬細胞 MH-S 

或是周邊巨噬細胞 RAW 264.7，都明顯地抑制由 LPS 引發 TNF-α、

IL-6、COX-2 和 iNOS 的基因表現。我們的結果與前人在不同的巨噬細胞

之研究結果一致(31, 33, 209)。 

單核球/巨噬細胞包括骨髓中的前單核球、周邊血中的單核球及遷移到

組織內的巨噬細胞，組織內的巨噬細胞來自於血液中的單核球。組織內特

化的巨噬細胞除負責一般的免疫功能之外，還有維持生理恆定及組織修復

等功能。分布到不同組織的巨噬細胞因組織環境的刺激，在型態上及功能

上有不同的分化特性(包括cytotoxicity, migration, oxygen radical production, 

pinocytosis 和 tissue factor production)。 分布到肺泡的巨噬細胞會受表面

張力劑或其它肺組織液成分所影響(210)。 肺泡巨噬細胞是呼吸系統中重要

的防禦細胞，但與血液中的單核球和腹腔巨噬細胞相較之下，為較差的 

antigen-presenting cell。也有研究指出不同組織特化的巨噬細胞，對 LPS 刺

激的基因活化表現有不同的調控方式(211)。在此，我們比較了木犀草素對

LPS 刺激分布於不同組織的巨噬細胞發炎相關基因表現的異同處，從 

Figure 16 發現分布於不同組織的巨噬細胞對 LPS 刺激產生的基因活化的

反應時程不同，肺泡巨噬細胞 MH-S 在 LPS 刺激 2 小時即啟動發炎相

關物質基因的轉錄；RAW 264.7 則要在 LPS 刺激 4 小時後，發炎相關物

質基因始進行轉錄。此外，木犀草素在 MH-S 與 RAW 264.7 的抑制現象

有相同的趨勢，但是在 MH-S 的抑制程度比在 RAW 264.7 觀察到的結果

來的明顯。由以上結果可歸納出肺泡巨噬細胞對於刺激與保護作用 (LPS 

和木犀草素) 都比周邊巨噬細胞敏感。 

我們的研究更發現木犀草素除了明顯地抑制巨噬細胞產生發炎相關物

質，同時對於巨噬細胞細胞本身產生的抗發炎分子也有促進活化的效果。 
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MH-S 細胞單獨處理木犀草素會增加 IL-1Ra 的基因表現；木犀草素與 

LPS 同時處理細胞時，會加強 IL-1Ra 的基因表現，顯示木犀草素有”抑制

發炎” 和 ”促進抗發炎＂分子表現的雙重作用。 

腫瘤壞死因子 (TNF-α) 在發炎反應中扮演重要角色，在 LPS 刺激下

的巨噬細胞可大量產生 TNF-α，並促使其它的細胞激素分泌。 In vivo 及 

in vitro (212, 213) 的研究都認為 PDTC (NF-κB 抑制劑)可以抑制 NF-κB 的

活化而減少由TNF-α 及 LPS 引起的發炎物質之基因表現。因此， PDTC 

常被用來作為 NF-κB signaling pathway 的阻斷劑(37)。 然而，在我們的實

驗中確發現 MH-S 細胞前處理 PDTC 的確可抑制由 LPS 刺激引起的 

IκB degradation (Figure 20B)及繼發的 NF-κB-DNA binding (Figure 18B)，但

確無法使 NF-κB 下游 TNF-α mRNA 的表現減少 (Figure 22B)。 推測可

能原因有二個: (1) MH-S 細胞在 LPS 刺激下導致發炎物質的產生，除了 

NF-κB 之外可能還有其它訊息傳路徑的參與；而木犀草素對 TNF-α 

mRNA 的抑制應該還有其它轉錄分子的調控，(2) PDTC 一般被認為可以

抑制 NF-κB 的活化，但是有可能在某些細胞此藥物對 NF-κB 的抑制效

果專一性不夠，無法完全阻斷 NF-κB 下游的基因表現。 

曾有學者研究指出 TNF-α gene 的 promoter region 前端除了 NF-κB 

之外還有 AP-1 的 binding sequence (214)。接著也證實 LPS 的刺激使 AP-1 

活化並結合至 TNF-α gene binding site，並啟動 TNF-α 的基因轉錄，使 

TNF-α mRNA 表現增加(215)。在我們的研究中也發現，MH-S 細胞前處處

理 curcumin (AP-1 抑制劑) 顯著地抑制由 LPS 刺激導致 TNF-α mRNA

的表現 (Figure 22A, C)；再者，木犀草素和 curcumin 皆明顯地抑制由 LPS 

刺激導致 AP-1-DNA binding (Figure 21B)。綜合上述結果推測木犀草素抑

制 LPS 刺激導致 TNF-α mRNA 的表現主要是透過阻斷 AP-1 的活化。  
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IL-6 是一種多功能的 (pleiotropic) 細胞激素，其功能包括調節人體的

免疫反應、造血作用及骨質代謝，也與神經系統及內分泌系統的生理功能

有關(216)。因感染、外傷或其它壓力造成的急性發炎期 IL-6 快速的被製

造，過多的 IL-6 造成嚴重發炎及組織傷害。 我們的研究結果顯示，木犀

草素不止抑制了 MH-S 和 RAW 264.7 細胞由 LPS 刺激產生的 IL-6，也

減少由 LPS 刺激產生的 IL-6 mRNA 的表現，證明木犀草素是在基因轉

錄層次調控 IL-6 的表現。我們的結果顯示， 雖然木犀草素都會抑制 

NF-κB 和 AP-1 的活化 (Figure 18B, 21B)，但從 PDTC 和 curcumin 抑制 

IL-6 基因表現的結果顯示 (Figure 22)，LPS 刺激產生的 IL-6 基因表現最

主要還是透過 NF-κB 的活化，此結果與前人的研究有一致性(217)。  

    木犀草素在不同的細胞均可抑制由 LPS 刺激產生 NO 及 iNOS 的

表現(33, 43, 44)。我們的實驗結果也顯示在 MH-S 和 RAW 264.7 巨噬細胞，

木犀草素抑制由 LPS 刺激產生 NO 、iNOS 的蛋白及 iNOS 基因表現為

一致性 (Figure 14, 15, 16)。細胞受到 LPS 刺激誘發 iNOS 基因表現，其

中 NF-κB 與 AP-1的活化都有可能是調控因素(218, 219)， 從我們的實驗結果

發現木犀草素抑制細胞由 LPS 刺激 iNOS 基因表現最主要是透過抑制 

NF-κB 的活化。 

ROS 在發炎過程中扮演著訊息傳遞的角色，促使細胞產生更多的發炎

物質，同時也對宿主的組織器官造成傷害。許多的研究指出，ROS 透過活

化包括 NF-κB 和 AP-1 在內的轉錄分子而增加下游與發炎相關基因的表

現(220)。ROS 形成細胞內的氧化壓力造成 IKK 或 Akt kinase 活化，再將

下游的 IκB 磷酸化後分解(221)；加入抗氧化劑可抑制 NF-κB 和 AP-1 的

活化並減少發炎激素產生，可能與抗氧化劑減少 ROS 有關(33, 222)。 木犀

草素為黃酮類分子，具有抗氧化及清除自由基的作用(209)。在本研究中，以 

LPS 刺激細胞後 5 分鐘就有 ROS 產生；接著在 10-20 分鐘 IκBα 磷酸
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化分解；NF-κB p65 約在 30 分鐘進入細胞核與 DNA binding。 綜合這些

結果推測木犀草素抑制肺泡巨噬細胞發炎物質的產生可能是因為它的抗氧

化作用而阻斷 NF-κB 與 AP-1 的訊息傳遞。  

當巨噬細胞上的 receptor 受到 LPS 的刺激後，會活化細胞內的訊息

傳遞，過程中牽涉到一連串的激酶磷酸化反應。有研究指出 LPS 刺激會先

將 IKK 或  Akt kinase 磷酸化，再將 IκB 磷酸化而活化 NF-κB(223)。  

Xagorari等人指出，木犀草素可抑制 LPS 刺激 RAW 264.7巨噬細胞 

MAPKKS family 的活化，包括 MEK1/2、MKK3/6、ERK 和 p38 的磷酸

化 (31)。  Ozes 和  Madrid 的研究指出，NF-κB 的活化必須靠 Akt 將 

IKKα/β 磷酸化(224, 225)。我們的實驗結果也顯示 MH-S 細胞在前處理木犀

草素時會抑制由 LPS 刺激所引發的 Akt 磷酸化 (Ser473 和 Thr308) 及 

IKKα/β 磷酸化 (Ser176/180)，其抑制效果與前處理 Akt 抑制劑 LY294002 

接近 (Figure 24)，此抑制作用造成 NF-κB 無法活化。由此可推測木犀草素

會抑制由 LPS 刺激所引發的 Akt 及 IKKα/β 磷酸化也可能是其抗發炎作

用的路徑之一。 

黃酮類分子大都具有抗氧化的作用，但結構上的差異會產生不同的生

物活性。 從 structure-activity relationship (SAR) 的分析來看，有些結構是

抗發炎活性所必備(33)。如結構上同時具備下列幾項:在 5, 7, 3’和4’ 位置的

碳上接有-OH 基；C 環的 C2-C3 為雙鍵； C 環以 C2 位置與 B 環連

接，其抗發炎作用最佳。在我們的預試驗中，曾經比較過幾個黃酮類分子 (槲

皮素、黃芩素和木犀草素) 在巨噬細胞的抗發炎效果及相關分子的作用，其

中以 luteolin 的抗發炎效果是最好的，符合 SAR 的分析結果。其它黃酮

類分子的抗發炎作用是否透過其它作用機轉或者會在不同的分析系統得到

不同的結果，這些都需要更多的研究來釐清。 
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中草藥的使用有悠久的歷史，近幾年也開始被西方醫學所重視。 陸續

增加的現代藥理研究也使中藥的藥理機轉日益明確。一般認為中草藥在抗

發炎的應用上有很大的開發潛力，不論在動物體內或體外的研究都有不錯

的成效。植物黃酮類化合物是抗發炎中草藥中已知的活性成分之一，但這

些研究結果是否與臨床的實際結果相符，則需更進一步的探討這些活性成

分進入人體後的動力學來驗證。本論文所探討的木犀草素對肺部發炎有良

好的治療效果，將其製成噴霧劑型直接作用於呼吸系統或許是可以考慮的

投藥方式。 
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第六章  結 論 

    從我們的研究結果也發現木犀草素具有多靶點的藥理特性，在不同的

疾病進展階段對不同的標靶分子產生特定的作用。總結如下： 

一、 在 bleomycin 引發小鼠肺纖維化的早期，木犀草素有抗發炎的作用；

而其抗發炎的機轉與其抗氧化特性及抑制 NF-κB 和 AP-1 等轉錄分

子的訊息傳遞有關。 

二、 早期給與木犀草素對 bleomycin 引發肺纖維化的保護作用，其機轉可

能與減少發炎的傷害或直接抑制 profibrotic cytokine (TGF-β1) 的產

生有關。 

三、 後期給與木犀草素對 bleomycin 引發肺纖維化的抑制作用，其機轉與

抑制 TGF-β1/Smads 的訊息傳遞，導致相關分子的表現減少有關。  

此結果可說明傳統抗發炎中藥金銀花在生物體內的藥效展現與其成分

木犀草素有關，日後仍需對金銀花其它成分之作用加以分析研究。此外，

也應以中醫分期論治及扶正祛邪的理論為基礎，透過科學化的研究，確立

傳統治療肺纖維化的中藥，如丹參、三七、黃耆等之作用機轉。 
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Table 2  Effects of luteolin on total and differential cell counts in 
BALF. 

 
Total and differential white blood cell counts in bronchoalveolar lavage fluid 
(BALF) measured at 3, 7 and 14 days after intratracheal instillation of 
bleomycin or saline as indicated.  Data are presented as mean ± SD. in the 
group of ten mice. * p < 0.05,** p < 0.01, *** p < 0.001 as compared with the 
BLM treatment.  BLM, bleomycin; Lut, luteolin; Pred, prednisolone.  
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Figure 1. Time-course changes in the levels of TNF-α and IL-6 
level in BALF. 

Time-course changes of TNF-α and IL-6 level in bronchoalveolar lavage fluid 
(BALF) at 3, 7 and 14 days postbleomycin or saline in experimental groups as 
indicated.  Mice were daily and orally treated with vehicle, luteolin (10 mg/kg) 
or prednisolone (5 mg/kg).  Bronchoalveolar lavage was performed as 
described in Materials and Methods.  The levels of (A) TNF-α and (B) IL-6 in 
BAL fluid were measured.  Data are presented as mean ± SD. in the group of 
ten mice. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 as compared with the BLM 
treatment.  BLM, bleomycin; Lut, luteolin; Pred, prednisolone.  
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Figure 2. Attenuation of bleomycin-induced lung inflammation by 
luteolin. 
Mice were treated as described in Fig 1, lung tissues were collected and stained 
with H&E.  Images were selected according to the alveolitis scores.  
Bleomycin-treated mice appeared inflammation in the lung interstitium (A).  
Magnification x10.  Scale bars, 100 μm. Histological lesions scores of lung 
tissues from experimental groups (B).  Data are presented as mean ± S.D. in 
the group of ten mice. ** p< 0.01 as compared with the BLM treatment.  BLM, 
bleomycin; Lut, luteolin; Pred, prednisolone.  
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Figure 3. Time course of BLM-induced lung fibrosis. 
Histological sections of mice lung demostrating the course of lung fibrosis. 
Masson’s Trichrome stain (A). 14 days after intratracheal bleomycin, a marked 
peribronchial interstitial infiltration with inflammatory cells, oedema and 
fibrosis (B). Thick arrow in panel B indicates thickening of interalveolar septum; 
thin arrow in panel B indicates intra-alveolar macrophage; arrow in panel C 
identifies interstitial collagen. Original magnification of x40 for A, and x60 for 
B and C. 
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Figure 4. Criteria for grading lung fibrosis. H&E stain.Magnification x20. 
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Figure 5. Luteolin ameliorate bleomycin-induced lung fibrosis in 
mice. 
Mice were administered bleomycin (5 mg/kg) at day 0 and drug treatments 
(luteolin or prednisolone) commenced from day 1 to day 21 (A) or from day 10 
to day 21 (B). Evaluation of fibrotic change in the lung from experimental 
groups using fibrotic scoring system. Magnification x100. Scale bars, 100 μm.  
* p < 0.05, ** p < 0.01 vs. BLM. 
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Figure 6. Down-regulation of bleomycin-stimlated collagen and 
TGF-β1 gene expression by luteolin. 
Mice were administered bleomycin (5 mg/kg) at day 0 and drug treatments 
(luteolin or prednisolone) commenced from day 1 to day 21 (A-B)；drug 
treatments (luteolin or prednisolone) commenced from day 10 to day 21 (C-D). 
Collagen content in the lung from experimental groups on day 21 was measured 
using a Sircol collagen kit. TGF-β1 mRNA expression in the lung from 
experimental groups examined by RT-PCR analysis. * p< 0.05, ** p< 0.01, *** 
p< 0.001 vs. BLM. 
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Figure 7. Luteolin inhibited cell proliferation in a dose-dependent 
manner.  
Lung fibroblasts were treated with various concentrations of luteolin for 72 
hours, cell number was evaluated by trypan blue dye exclusion method. 

 
 
 

 

Figure 8. Luteolin inhibited TGF-β1-induced myofibroblastic 
differentiation. 

Serum-starved lung fibroblasts were induced with TGF-β1 (5 ng/ml) in the 
absence or presence of luteolin (25 μM) for 72 hours.  α-SMA was 
immunocytochemically determined with monoclonal antibody. Magnification 
x630. 
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Figure 9. Luteolin decreased α-SMA, collagen 1 and vimentin 
production induced by TGF-β1 in lung fibroblasts. 

Serum-starved lung fibroblasts were induced with TGF-β1 (5 ng/ml) in the 
absence or presence of luteolin (25 μM) for 72 hours. Western blot analysis was 
performed to detect α-SMA, vimentin and collagen protein expression in lung 
fibroblasts.  The blots were analyzed by densitometry and the results expressed 
as relative integration units.  Data from triplicate experiments are shown as 
mean ± SD. * p< 0.05, ** p< 0.01 vs. Veh. 
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Figure 10. Decrease of TGF-β1-induced Smad3 phosphorylation 
and Smad4 expression by luteolin in primary lung fibroblasts. 

Cells were pretreated with luteolin (25 μM) or TGF-β1 inhibitor (SB431542, 10 
μM) for 30 min then treated with TGF-β1 (5 ng/ml) for 30 min.  Smad3 
phosphorylation and total Smad3 were measured with Western Blot analysis 
using antibodies for p-Smad3 and Smad3.  The blots were analyzed by 
densitometry and the results expressed as relative integration units.  Data from 
triplicate experiments are shown as mean ± SD.  * p< 0.05, **p < 0.01 , ***p < 
0.001 vs. TGF-β1. 
 

 
 
 
 



 

 113

 
 

 
Figure 11. Prevention of TGF-β1-induced ΕΜΤ by luteolin in 
A549.  

(A) Effects of luteolin on TGF-β1-induced morphological changes in A549 cells.  
Serum-starved A549 cells were induced with TGF-β1 (5 ng/ml) in the absence 
or presence of luteolin (25 μM) for 48 hours (200×), E-cadherin was 
immunocytochemically determined with monoclonal antibody (630×). (B) 
Expression changes of EMT-related markers in A549 cells. Epithelial marker 
(E-cadherin) is down-regulated by TGF-β1 and expression of fibronectin and 
vimentin, the mesenchymal markers, are up-regulated by TGF-β1 in parallel 
with the down regulation in the epithelial marker.  These phenomenons are all 
inhibited by luteolin.  The blots were analyzed by densitometry and the results 
expressed as relative integration units.  Data from triplicate experiments are 
shown as mean ± SD.  * p < 0.05, ** p< 0.01 vs. TGF-β1. 
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Figure 12. Effect of luteolin on cell viability. 

MH-S and RAW 264.7 cells were incubated with 5-50 μM luteolin for 24 h.  
The results were displayed in percentage of control samples.  Data are 
presented as the mean ± SD. (n=3) for three independent experiments; Lut, 
luteolin. 
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Figure 13. Luteolin inhibited LPS-induced TNF-α and IL-6 
production. 

MH-S and RAW 264.7 cells were pretreated with luteolin (5-25 μM) for 30 min, 
and then stimulated with LPS (100 ng/ml). Culture media were collected at 8 hr 
for TNF-α (A) and IL-6 (B) analysis. Data are presented as the mean ± SD. 
(n=3) for three independent experiments; ** p< 0.01, *** p< 0.001 vs. LPS 
treatment.  Lut, luteolin. 
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Figure 14. Luteolin inhibited LPS-induced NO and PGE2 
production.  

MH-S and RAW 264.7 cells were pretreated with luteolin (5-25 μM) for 30 min, 
and then stimulated with LPS (100 ng/ml).  Culture media were collected at 16 
h for NO (A) and PGE2 (B) analysis. Data are presented as the mean ± SD. (n=3) 
for three independent experiments; ** p< 0.01, *** p< 0.001 vs. LPS treatment.  
Lut, luteolin. 
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Figure 15. Luteolin decreased the protein levels of COX-2 and 
iNOS in LPS-stimulated macrophages. 

MH-S and RAW 264.7 cells were pretreated with luteolin (25 μM) for 30 min, 
and then stimulated with LPS (100 ng/ml) for 8-14 h. Total protein extract was 
separated by SDS-PAGE, and then Western blot analysis with specific 
antibodies against COX-2 and iNOS. β-actin was used as an internal loading 
control. The figures were obtained from three independent experiments with 
similar patterns. 
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Figure 16. Luteolin decreased the mRNA levels of inflammation 
-associated genes in LPS-stimulated macrophages. 

Cells were pretreated with luteolin (25 μM) for 30 min, and then stimulated 
with LPS (100 ng/ml) for 2-8 h.  TNF-α, IL-6, COX-2 and iNOS mRNA 
expression were analyzed by RT-PCR as described under Materials and 
Methods. Data are presented as the mean ± SD. (n=3) for three independent 
experiments; ** p< 0.01, vs. LPS treatment.  Lut, luteolin. 
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Figure 17. RT-PCR analysis of IL-1Ra and IL-10 mRNA 
expression. 
MH-S cells were pretreated with luteolin (25 μM) for 30 min, and then 
stimulated with LPS (100 ng/ml) for 8 h. Total RNAwas analyzed by RT-PCR. 
The figures were obtained from three independent experiments with similar 
patterns. Data are presented as the mean±SD. (n=3) for three independent 
experiments; * p< 0.05, ** p< 0.01.  Lut, luteolin. 
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Figure 18. Attenuation of LPS-induced NF-κB activation by 
luteolin. 

MH-S cells were pretreated with luteolin (25 μM) or PDTC (200 μM) for 30 
min, and then stimulated with or without LPS (100 ng/ml) for 60 min.  
Nuclear extracts were prepared and electrophoretic mobility shift assay was 
performed using biotin-labeled NF-κB consensus binding sequence.  
Competitive EMSA using an unlabeled NF-κB consensus sequence at 100-fold 
excess confirmed the specificity of NF-κB protein binding.  Values were 
expressed as mean ±  SD. (n=3). *p< 0.05 as compared with the 
corresponding vehicle control; # p< 0.05 as compared with the LPS treatment. 
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Figure 19.Effects of luteolin on LPS-induced nuclear translocation 
of p65 subunit of NF-κB. 

MH-S cells were preincubated with luteolin (25 μM) for 30 min, and then 
treated with LPS (100 ng/ml) for 60 min.  The subcellular localization of 
NF-κB p65 subunit was detected by immunofluorescence with antibody against 
p65 as described in Materials and Methods.  The same fields were counter 
stained with PI for location of nuclei.   

 

 

 

 

 

 

 



 

 122

 

 

Figure 20. Luteolin blocked LPS-induced IκBα degradation. 

MH-S and RAW 264.7 cells were pretreated with 25 μM luteolin for 30 min, 
and then stimulated with LPS (100 ng/ml) for 10 and 20 min.  Protein extract 
was separated by SDS-PAGE followed Western blot analysis was performed 
with specific antibodies against IκBα.  Equal loading of proteins was verified 
by actin immunoblotting.  The figures were obtained from three independent 
experiments with similar patterns.   
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Figure 21.Suppression of LPS-induced AP-1 activation by luteolin.   

MH-S cells were pretreated with luteolin (25 μM) or curcumin (10 μM) for 30 
min, and then stimulated with or without LPS (100 ng/ml) for 60 min.  
Nuclear extracts were prepared and EMSA was performed using biotin-labeled 
AP-1 consensus binding sequence.  Competitive EMSA using an unlabeled 
AP-1 consensus sequence at 100-fold excess confirmed the specificity of AP-1 
protein binding.  Values were expressed as mean ± SD. (n=3). * p< 0.05 as 
compared with the corresponding vehicle control; # p< 0.05 as compared with 
the LPS treatment.  The figures were obtained from three independent 
experiments with similar patterns.  Lut, luteolin; Cur, curcumin. 
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Figure 22. Effects of PDTC and curcumin on LPS-induced 
inflammation-associated genes expression.  

(A) MH-S cells were pretreated with curcumin, (B) 200 μM PDTC or (C) 
combined treatment with PDTC and curcumin for 30 min, and then stimulated 
with LPS (100 ng/ml) for 4 h. TNF-α, IL-6, COX-2 and iNOS mRNA 
expression were analyzed by RT-PCR as described under Materials and 
Methods.  The figures were obtained from three independent experiments with 
similar patterns.  Lut, luteolin; Cur, curcumin. 
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Figure 23. Effect of luteolin on LPS-induced ROS generation. 

(A) MH-S macrophages were pretreated with H2DCFDA (5 μM) for 30 min in 
serum-free medium and then exposed to LPS (100 ng/ml) at 37 oC for 0, 5, 10, 
20 min.  (B) MH-S cells were pretreated with H2DCFDA (5 μM) and luteolin 
(5, 10, and 25 μM) for 30 min, and then exposed to LPS (100 ng/ml) at 37oC 
for another 5 min.  Cells were collected and fluorescence was measured by a 
flow cytometer using Cell Quest software.  The figure was obtained from three 
independent experiments with similar patterns.     
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Figure 24. Luteolin decreased the LPS-induced Akt and IKKα/β 

phosphorylation. 

MH-S cells were pretreated with luteolin (25 μM) or LY294002 (10 μM) for 30 
min, and then stimulated with LPS (100 ng/ml) for 10 min.  50 μg of each 
protein was separated by SDS-PAGE, and then Western blot analysis with 
specific antibodies against phospho-Akt (Thr308), phospho-Akt (Ser473) and 
phosphor-IKKα/β  (Ser176/180) were performed.  β-actin was used as a control.  
Results are expressed as the mean ± SD. for three independent experiments; 
** p< 0.01, *** p< 0.001 vs. LPS treatment.  Lut, luteolin. 
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Abstract

Luteolin, a plant flavonoid, has potent anti-inflammatory properties both in vitro and in vivo. However, the molecular mechanism of luteolin-
mediated immune modulation has not been fully understood. In this study, we examined the effects of luteolin on the production of nitric oxide
(NO) and prostaglandin E2 (PGE2), as well as the expression of inducible NO synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2), tumor necrosis factor-
alpha (TNF-α), and interleukin-6 (IL-6) in mouse alveolar macrophage MH-S and peripheral macrophage RAW 264.7 cells. Luteolin dose-
dependently inhibited the expression and production of these inflammatory genes and mediators in macrophages stimulated with
lipopolysaccharide (LPS). Semi-quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) assay further confirmed the suppression
of LPS-induced TNF- α, IL-6, iNOS and COX-2 gene expression by luteolin at a transcriptional level. Luteolin also reduced the DNA binding
activity of nuclear factor-kappa B (NF-κB) in LPS-activated macrophages. Moreover, luteolin blocked the degradation of IκB-α and nuclear
translocation of NF-κB p65 subunit. In addition, luteolin significantly inhibited the LPS-induced DNA binding activity of activating protein-1
(AP-1). We also found that luteolin attenuated the LPS-mediated protein kinase B (Akt) and IKK phosphorylation, as well as reactive oxygen
species (ROS) production. In sum, these data suggest that, by blocking NF-κB and AP-1 activation, luteolin acts to suppress the LPS-elicited
inflammatory events in mouse alveolar macrophages, and this effect was mediated, at least in part, by inhibiting the generation of reactive oxygen
species. Our observations suggest a possible therapeutic application of this agent for treating inflammatory disorders in lung.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: Luteolin; LPS; NF-κB; AP-1; Alveolar macrophage; Anti-inflammation
Introduction

It is well documented that pulmonary oxidant stress and
inflammatory reaction play important pathological roles in di-
sease conditions, including acute lung injury/adult respiratory
distress syndrome (ALI/ARDS), hyperoxia, ischemia–reperfu-
sion, sepsis, radiation injury, lung transplantation, and chronic
obstructive pulmonary disease (COPD). Reactive oxygen species
(ROS), released from activated leukocytes and macrophage,
damage the lungs and initiate cascades of pro-inflammatory
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reactions multiplying pulmonary and systemic stress (Christofi-
dou-Solomidou andMuzykantov, 2006). Severe acute respiratory
syndrome (SARS) is a novel global infectious disease induced by
Corona virus. A clinical investigation has shown that pathological
changes in SARS patients are similar to those of acute lung injury,
as revealed by alveolar cell collapse, severe exudation, acute
inflammatory reaction and hyaline membrane formation (Lew
et al., 2003). Currently, no effective therapy is available for the
management of ALI/ARDS/SARS and only supportive therapies
exist. This has prompted us to search for novel compounds with
therapeutic effect to reduce lung injuries and relieve symptoms
(File and Tsang, 2005; Lai, 2005).

It is noteworthy that the use of medicinal plants or their crude
extracts is increasingly becoming an attractive approach as a
complement and an alternative for treating various inflammatory
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Table 1
Primers used in RT-PCR analysis

Primer Sequence

TNF-α Forward 5′-ATGAGCACAGAAAGCATGATCCGC-3′
(502 bp) Reverse 5′-CTCAGGCCCGTCCAGATGAAACC-3′
IL-6 Forward 5′-ATGAAGTTCCTCTCTGCAAGAGACT-3′
(247 bp) Reverse 5′-CACTAGGTTTGCCGAGTAGATCTC-3′
iNOS Forward 5′-CAACCAGTATTATGGCTCCT-3′
(835 bp) Reverse 5′-GTGACAGCCCGGTCTTTCCA-3′
COX-2 Forward 5′-GGAGAGACTATCAAGATAGTGATC-3′
(860 bp) Reverse 5′-ATGGTCAGTAGACTTTTACAGCTC-3′
IL-10 Forward 5′-TGA ATT CCC TGG GTG AGA AG-3′
(136 bp) Reverse 5′-ACA CCT TGG TCT TGG AGC TT-3′
IL-1Ra Forward 5′-AAA TCT GCT GGG GAC CCT AC -3′
(127 bp) Reverse 5′-GGT CAA TAG GCA CCATGT CT-3′
GAPDH Forward 5′-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3′
(451 bp) Reverse 5′-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3′
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disorders. Lonicera japonica (Caprifoliaceae) has been known
as an anti-inflammatory herb in traditional Chinese medicine for
thousands of years and has been widely used for upper
respiratory tract infections, diabetes mellitus and rheumatoid
arthritis (Lee et al., 2001). This herbal medicine has also been
employed for treatment of SARS in mainland China (Liu et al.,
2006; Wu et al., 2004). Luteolin (3′,4′,5,7-tetra-hydroxyl-
flavone), a flavonoid isolated from L. japonica, exhibits a
strongly anti-inflammatory activity, can effectively inhibit the
lipopolysaccharide (LPS)-induced tumor necrosis factor-α
(TNF-α), interleukin-6 (IL-6) and inducible nitric oxide (NO)
production in vitro (Park et al., 2005; Xagorari et al., 2001), and
also protect against LPS-induced lethal toxicity by inhibiting
pro-inflammatory molecule expression in vivo and reducing
leukocyte infiltration in tissues (Kotanidou et al., 2002). LPS
from Gram-negative bacteria is well known to cause bacterial
sepsis mediated through activation of monocytes, neutrophils
and macrophages (Aderem and Ulevitch, 2000). Sometimes
activation of these cells may induce hyper-secretion of various
pro-inflammatory and toxicity mediating molecules such as
TNF-α and IL-6, eicosonoids and nitric oxide (NO) (Nathan,
1987). The excessive inflammatory responses, in turn, may
manifest respiratory failure and multiple organ dysfunction
syndrome (MODS) i.e. loss of capillary integrity, distributive
and septic shock, multiple organ dysfunction and mortality.
Exposure of laboratory animals or cultured monocytes to
bacterial LPS triggers the generation of ROS and gene
induction; the inducible genes encode pro-inflammatory
cytokines and enzymes such as TNF-α, IL-6, COX-2, and
iNOS, which up-regulate the host defense systems but
unfortunately also contribute to pathological conditions such
as bacterial sepsis, ischemia/reperfusion injuries, chronic
inflammatory disease, and the down-regulation of hepatic
drug-metabolizing enzymes (Guha and Mackman, 2001; Guha
et al., 2001). Recently, luteolin has been found to be able to
inhibit the LPS-induced TNF-α release by inactivating the
extracellular-regulated kinases (ERK) and p38 MAPK and
blocking the transcriptional activation of nuclear factor-kappa B
(NF-κB) (Xagorari et al., 2001, 2002). An in vivo study
indicated that feeding of luteolin protects mice against LPS-
induced toxicity (Kotanidou et al., 2002). Also, luteolin
alleviates bronchoconstriction and airway hyperreactivity in
ovalbumin-sensitized mice (Das et al., 2003) and decreases the
acute Chlamydia pneumoniae infection load and inflammatory
reactions in vivo (Tormakangas et al., 2005).

Alveolar macrophages play a vital role in the defense of the
lung through their ability to scavenge inhaled particles, ingest
and kill microorganisms, recruit and activate other inflamma-
tory cells and elicit the immune response. They perform major
roles in antigen presentation, production of a variety of
biologically active substances (e.g. ROS and cytokines), and
modulation and regulation of immune effector cells (Kobayashi
et al., 1999; Matsunaga et al., 2001). Due to the lack of scientific
evidence to address the effect of luteolin on the alveolar
macrophages, in the present study, we examined the potential
anti-inflammatory properties of luteolin in LPS-stimulated
mouse alveolar macrophage MH-S and peripheral macrophage
RAW 264.7 cell lines. In addition, we also investigate the mo-
lecular mechanism responsible for the inhibitory effect of lu-
teolin. In this study, we demonstrate that luteolin inhibits LPS-
induced inflammatory reactions in MH-S cells, apparently
through blocking the NF-κB and activating the protein (AP-1)
transcription activation pathways.

Materials and methods

Reagents and cell culture

Luteolin was obtained from Extrasynthese (Genay, France)
and dissolved in EtOH:DMSO (1:1,v/v). Lipopolysaccharide
(Escherichia coli 055:B5), 1, 7-bis (4-hydroxy-3-methoxy-
phenyl)-1, 6-heptadiene-3, 5-dinone (curcumin), ammonium
pyrryolidinedithio-carbamate (PDTC) and LY294002 were
purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Two different
types of macrophages were used in this study. MH-S and RAW
264.7 cells were obtained from Culture Collection and Research
Center (Hsinchu, Taiwan). MH-S were cultured in RPMI 1640
medium containing 10% fetal bovine serum (Hyclone, Logan,
UT, USA), penicillin (100 units/ml), and streptomycin (100 μg/
ml), 10 mM HEPES, 0.05 mM 2-mercaptoethanol. RAW 264.7
were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium
supplemented with 10% FBS, penicillin (100 units/ml), and
streptomycin (100 μg/ml). These cells were maintained at
subconfluence in a 95% air, 5% CO2 humidified atmosphere at
37 °C.

Cell viability

Cell viability was assessed by the mitochondrial-dependent
reduction of 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl tetra-
zolium bromide (MTT) to purple formazan. Cells were
incubated with MTT (0.5%) for 4 h at 37 °C. The medium
was removed by aspiration, and formazan crystals were dis-
solved in DMSO. The extent of the reduction of MTT was
quantified by measurement of A550.



1604 C.-Y. Chen et al. / Life Sciences 81 (2007) 1602–1614
Cytokine measurement

Cytokine concentrations in the supernatants were determined
by ELISA kits that were specific against mouse cytokines.
Levels of TNF-α and IL-6 were measured by using OptEIA Set
from BD Biosciences. Assays were performed according to the
manufacturer's instructions.

Nitrite measurement

The nitrite concentration in the medium was measured
according to the Griess reaction, and the calculated concentra-
tion was taken as an indicator of NO production. The
supernatant of cell cultures was mixed with an equal volume
of Griess reagent (1% sulfanilamide in 5% phosphoric acid and
Fig. 1. Luteolin inhibited LPS-induced pro-inflammatory cytokine and mediator prod
30 min, and then stimulated with LPS (100 ng/ml). (A) Culture media were collected
in luteolin-treated cells was evaluated using the MTT assay. Cells were incubated wi
samples. Data are presented as the mean±SEM (n=3) for three independent experim
0.1% naphthylethylenediamine dihydrochloride in water). The
optical density at 550 nm (A550) was measured and calculated
against a sodium nitrite standard curve.

PGE2 measurements

PGE2 concentration in the supernatant of the culture medium
was determined by using an EIA kit (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA) according to the manufacturer's instructions.

Western blotting analysis

Confluent cells (1×106) in a 3.5-cm petri dish were
pretreated without or with luteolin (25 μM, Extrasynthese,
Genay, France) for 30 min and then treated with LPS (100 ng/
uction. MH-S and RAW 264.7 cells were pretreated with luteolin (5–25 μM) for
at 8 h for TNF-α and IL-6 analysis, 16 h for NO and PGE2 analysis. (B) Viability
th 5–50 μM luteolin for 24 h. The results are displayed in percentage of control
ents; ⁎⁎pb0.01, ⁎⁎⁎pb0.001 as compared with the LPS treatment. Lut, luteolin.
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ml) in the absence or presence of luteolin. At each point in time,
cells were washed with PBS and then scraped into micro-
centrifuge tubes and pelleted. The cell pellets were resuspended
in extraction lysis buffer (50 mM HEPES, pH 7.0, 250 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 0.1% Nonidet P-40, 1 mM phenylmethyl-
sulfonyl fluoride, 0.5 mM dithiothreitol, 5 mM NaF, 5 mg/ml
each of leupeptin and aprotinin) and incubated for 20 min at
4 °C. Cell debris was removed by microcentrifugation,
followed by quick freezing of the supernatants. The protein
concentration was determined by using the Bio-Rad protein
assay reagent according to the manufacturer's instruction.
Lysates (20 μg/lane) were separated by SDS-PAGE on
polyacrylamide gels and transferred onto polyvinylidene
difluoride membranes (PerkinElmer Life Sciences, Inc.
Boston, MA, USA). The membranes were blocked in 5%
milk in TBS-T solution for 1 h. Then membranes were
subsequently probed with monoclonal anti-iNOS antibody
(Sigma, St. Louis, MO, USA), anti-COX-2 and IκBα antibody
(Santa Cruz Biochemicals, Santa Cruz, CA, USA), anti-
phospho-Akt (Thr308) and phospho-Akt (Ser473), anti-
IKKα/β, anti-phospho-IKKα/β antibody (Cell Signaling)
overnight at 4 °C. The blots were washed with TBS-T three
times and incubated with horseradish peroxidase-conjugated
rabbit anti-mouse or anti-rabbit IgG (1:20,000; PerkinElmer
Life Sciences, Inc. Boston, MA, USA) for 1 h at room
temperature. Following three further washings in TBS-T,
immunoreactive bands were visualized using the ECL-Plus
detection system (PerkinElmer Life Sciences, Inc. Boston,MA,
USA).

Semi-quantitative RT-PCR for TNF-α, IL-6, iNOS, COX-2, IL-10
and IL-1Ra

Total cellular RNA was extracted from both the controlled
and treated cells in a 6-well plate by Trisolution Reagent Plus
(GeneMark, Taiwan) in accordance with the manufacturer's
instructions. Then RT-PCR analyses were performed by using
the One-step RT-PCR kit (GeneMark, Taiwan). The sequences
of the primers are presented in Table 1. The first strand of
cDNA synthesis was 1 cycle for reverse transcription (50 °C,
30 min) and 1 cycle for MMLV RTase inactivation (94 °C,
2 min). The second strand cDNA synthesis and PCR reaction
were performed as follows: TNF-α, IL-6, IL-10 and IL-1Ra
(94 °C for 1 min, 60 °C for 1 min, and 72 °C for 2 min), iNOS
(94 °C for 45 s, 65 °C for 45 s, and 72 °C for 2 min) and COX-
2 (94 °C for 45 s, 55 °C for 1 min, 72 °C for 2 min). For each
combination of primers, the kinetics of PCR amplification was
studied. The number of cycles corresponding to plateau was
determined and PCR was performed at exponential range.
PCRs were electrophoresed through a 1% agarose gel and
visualized by ethidium bromide staining and UV irradiation.

Electrophoretic mobility shift assay

MH-S cells were plated in 3.5-cm dishes (1×106 cells). The
cells were pretreated without or with luteolin (25 μM) for 30 min
and then treated with LPS in the presence or absence of luteolin
for 0–120min.After treatment, cells werewashed oncewith PBS,
scraped into 1 ml of cold PBS, and pelleted by centrifugation.
Nuclear fractionswere extracted by buffer Ι (1MTris–HCl, 0.5M
EDTA, 100 mMEGTA) and Totex buffer. Twenty micrograms of
nuclear protein was incubated with 100 pmol of 5′-biotinate
double-stranded oligonucleotide probes containing a consensus
binding sequence of NF-κB (5′-AGTTGAGGGGACTTTCC-
CAGGC-3′) orAP-1 (5′-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3′)
for 30min and resolved in 6% nondenaturing polyacrylamide gel.
The protein–DNA–biotin complexes were blotted onto a
nitrocellulose transfer membrane (PerkinElmer Life Science,
Inc. Boston, MA, USA) followed by UV cross-linking. The
complexes were revealed with streptavidin–horseradish peroxi-
dase conjugate and SuperSignal chemiluminescent substrate then
exposed to X-ray film.

Immunofluorescence

Cells were pretreated without or with luteolin (25 μM) for
30 min and then treated with LPS (100 ng/ml) in the presence or
absence of luteolin, and then fixed with 2% paraformaldehyde
for 20 min. The cells were incubated with 0.1% Triton X-100
for 30 min then blocked with 1% BSA for 30 min. Cells were
probed with mouse anti-p65 antibody (Santa Cruz Biochem-
icals, Santa Cruz, CA, USA, 1:500) overnight at 4 °C, followed
by FITC-conjugated goat anti-mouse IgG antibody (Sigma, St.
Louis, MO, USA, diluted 1:200) 1 h at 37 °C, washed with PBS
three times and then stained with propidium iodide for 15 min.
NF-κB p65 subunit was observed with a laser scanning confocal
microscope.

Reactive oxygen species (ROS) production

Intracellular oxidative stress was assayed by measuring
intracellular oxidation of dichlorofluorescein (DCFH). The
substrate was 2′, 7′-dichlorofluorescein diacetate (H2DCFDA)
which easily diffuses into the cell and was next deacetylated by
cellular esterases to the more hydrophilic, nonfluorescent
DCFH. H2O2 produced in the cell oxidized DCFH to the
fluorescent 2′, 7′-dichlorofluorescein (DCF). MH-S cells were
pretreated with H2DCFDA (5 μM, Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) and luteolin (5–25 μM) for 30 min in a serum-free
medium. Next, the cells (except for controls) were exposed to
100 ng/ml LPS at 37 °C for several times. Cells were detached
and fluorescence was measured with a FACSCalibur flow
cytometer using the Cell Quest software.

Statistical analysis

All results are expressed as means±SEM of twelve replicates
from three independent experiments. Figures shown in this
article were obtained from at least three independent experi-
ments with similar patterns. One-way ANOVA followed by a
Scheffe post-hoc test and Student's t-test was used to determine
the level of significance for the statistical analysis of data by
using SPSS 10.0 statistical program. A p-value of less than 0.05
was considered significant.
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Results

Luteolin inhibited LPS-induced pro-inflammatory cytokine
expression and NO and PGE2 production

Pro-inflammatory cytokines (including TNF-α and IL-6) and
mediators (NO and PGE2) play important roles in the
inflammatory process. To examine how luteolin regulates the
production and expression of these cytokines and mediators, the
levels of secreted TNF-α, IL-6, NO and PGE2 were measured.
As demonstrated in Fig. 1A, treatment of mouse alveolar
macrophage MH-S and peripheral macrophage RAW 264.7
cells with LPS (100 ng/ml) caused a substantial increase in the
production of pro-inflammatory cytokines (TNF-α and IL-6)
and mediators (NO and PGE2). When the cells were incubated
with luteolin (5–25 μM) alone, the concentration of TNF-α, IL-
6, NO and PGE2 maintained at a background level similar to
that in the unstimulated culture (data not shown). To examine
whether luteolin is cytotoxic to these two macrophages cell
lines, MH-S and RAW 264.7 cells were incubated with 5–
50 μM luteolin for 24 h. Within our tested concentrations, no
cytotoxic effect of luteolin was observed in these two cells
(Fig. 1B). However, treatment with luteolin for 1 h before being
incubated with LPS resulted in a dose-dependent inhibition of
the LPS-induced TNF-α, IL-6, NO and PGE2 production in
both MH-S and RAW 264.7 cells (Fig. 1A).

Luteolin decreased the protein and mRNA levels of
inflammation-associated genes and increased IL-1Ra mRNA
level in LPS-stimulated macrophages

To determine if the inhibitory effect of luteolin on these
inflammatory mediators (NO and PGE2) was related to the
regulation of iNOS and COX-2, the levels of these two proteins
were examined by Western blot analysis. As indicated in
Fig. 2A, the protein levels of iNOS and COX-2 were markedly
increased upon LPS treatment, and this induction was
effectively inhibited by luteolin treatment.

To address the suppressive effect of luteolin on LPS-induced
inflammatory molecules that might result from a transcriptional
inhibition, MH-S and RAW 264.7 cells were stimulated with
LPS in the presence or absence of luteolin at various indicated
time points, and the mRNA levels of iNOS, COX-2, TNF-α and
IL-6 were measured by RT-PCR. As presented in Fig. 2B, LPS-
stimulated macrophages increased the mRNA levels of iNOS,
COX-2, TNF-α, and IL-6. However, luteolin (25 μM) signif-
icantly attenuated the LPS-induced TNF-α, IL-6, COX-2 and
iNOS mRNA expression in both MH-S and RAW 264.7
Fig. 2. Luteolin decreased the protein and mRNA levels of inflammation-associated
pretreated with luteolin (25 μM) for 30 min, and then stimulated with LPS (100 ng/ml)
blot analysis with specific antibodies against COX-2 and iNOS. β-actin was used as
iNOSmRNA expression. Cells were pretreated with luteolin (25 μM) for 30 min, and
PCR as described under Materials and methods. (C) RT-PCR analysis of IL-10 and I
30 min, and then stimulated with LPS (100 ng/ml) for 8 h. Total RNAwas analyzed b
similar patterns. Data are presented as the mean±SEM (n=3) for three independent
macrophages. These results summed up to indicate that the
LPS-stimulated iNOS, COX-2 and pro-inflammatory cytokines
(TNF-α and IL-6) expression would be suppressed by luteolin
at the transcriptional level. Interleukin-10 (IL-10) and IL-1Ra
are potent anti-inflammatory cytokines produced predominantly
by activated macrophages. The effects of luteolin on the
expression of IL-10 and IL-1Ra in LPS-activated MH-S
macrophages were examined. As demonstrated in Fig. 2C,
luteolin significantly increased the LPS-induced IL-1Ra mRNA
level but had no observable effect on the expression of IL-10
mRNA in MH-S macrophages.

Prevention of LPS-induced NF-κB activation by luteolin

NF-κB is an important transcriptional regulator of inflam-
matory cytokines and plays a crucial role in immune responses
(Aderem and Ulevitch, 2000). For the purpose of this study, we
hypothesized that luteolin would inhibit the expression of these
genes through the suppression of NF-κB activation. We
examined the effect of luteolin on the binding activity of NF-
κB to its consensus DNA oligonucleotide by employing the
electrophoretic mobility shift assay (EMSA). As indicated in
Fig. 3A, LPS treatment caused a significant increase in NF-κB–
DNA binding activity within 60 min. This binding activity was
decreased by pretreatment with luteolin, and the specific
interaction between DNA and NF-κB was demonstrated by
competitive inhibition with 100-fold excess of unlabeled
oligonucleotide. LPS-mediated NF-κB–DNA binding activity
was also inhibited by a NF-κB inhibitor, PDTC. Furthermore,
we examined the regulatory effect of luteolin on LPS-induced
nuclear translocation of the cytosolic NF-κB p65 subunit
by immunostaining (Fig. 3B). As expected, luteolin treat-
ment markedly suppressed the LPS-induced NF-κB p65
nuclear translocation. Since nuclear translocation of NF-κB
was preceded by the phosphorylation, ubiquitination, and
proteosome-dependent degradation of IκB (Ghosh and Balti-
more, 1990; Hayden and Ghosh, 2004), we next examined the
effect of luteolin on LPS-induced IκB degradation by Western
blot analysis. As demonstrated in Fig. 3C, stimulation of MH-S
or RAW 264.7 macrophages with 100 ng/ml LPS induced a
rapid degradation of cytosolic IκB protein within 10 to 20 min;
this effect was drastically blocked by treatment with luteolin
(25 μM).

Prevention of LPS-induced AP-1 activation by luteolin

Fig. 3A shows that PDTC inhibited LPS-induced NF-κB–
DNA binding activity. In order to determine whether this action
genes in LPS-stimulated macrophages. (A) MH-S and RAW 264.7 cells were
for 8–14 h. Total protein extract was separated by SDS-PAGE, and thenWestern
an internal loading control. (B) RT-PCR analysis of TNF-α, IL-6, COX-2 and
then stimulated with LPS (100 ng/ml) for 2–8 h. Total RNAwas analyzed by RT-
L-1Ra mRNA expression. MH-S cells were pretreated with luteolin (25 μM) for
y RT-PCR. The figures were obtained from three independent experiments with
experiments; ⁎pb0.05, ⁎⁎pb0.01 as compared with the LPS treatment.
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is attributed to suppressing the expression of inflammatory
genes, RT-PCR analysis was performed. LPS-mediated up-
regulation of inflammatory genes (iNOS, COX-2, and IL-6) was
significantly attenuated by PDTC except TNF-α (Fig. 4A).
Based on these results, we hypothesize that there may be other
routes participating in the inhibitory effect of luteolin on TNF-α
expression. It has been reported that transcription factor
activating protein-1 (AP-1) also appears to be activated by
LPS and causing production of pro-inflammatory cytokines
(Granger et al., 2000; Shaulian and Karin, 2002). Accordingly,
subsequent study of LPS-induced AP-1 activation in MH-S
cells was performed. Pretreatment of MH-S cells with 10 μM
curcumin (an AP-1 inhibitor) resulted in a decrease of the LPS-
stimulated TNF-α, IL-6, iNOS mRNA expression except COX-
2 mRNA. The inhibitory effect of luteolin on inflammatory
gene expression is stronger than that of combined treatment
with curcumin and PDTC in LPS-stimulated macrophages
(Fig. 4B). To assess the effect of luteolin and curcumin on AP-
1–DNA binding activity, EMSA was done on MH-S cells. As
indicated in Fig. 4C, treatment with LPS caused an increase in
AP-1–DNA binding activity within 60 min; pretreatment with
luteolin or curcumin caused a strong inhibition of LPS-induced
AP-1–DNA binding activity. These results suggest that the
inhibitory effect of luteolin on LPS-stimulated pro-inflamma-
tory cytokines and mediator production might be regulated by
both NF-κB and AP-1 transcriptional activation.
Fig. 3. Attenuation of LPS-induced NF-κB activation by luteolin. (A) Effect of luteo
with luteolin (25 μM) or PDTC (200 μM) for 30 min, and then stimulated with
electrophoretic mobility shift assay was performed using biotin-labeled NF-κB consen
sequence at 100-fold excess confirmed the specificity of NF-κB protein binding. V
corresponding vehicle control; #pb0.05 as compared with the LPS treatment. (B) Ef
MH-S macrophages were preincubated with luteolin (25 μM) for 30 min, and then tre
subunit was detected by immunofluorescence with antibody against p65 as describ
location of nuclei. (C) Luteolin blocks LPS-induced IκBα degradation. MH-S and
stimulated with LPS (100 ng/ml) for 10 and 20 min. Protein extract was separated by
antibodies against IκBα. Equal loading of proteins was verified by actin immunoblot
patterns.
Luteolin inhibited the LPS-mediated ROS generation

It has been reported that LPS rapidly induces the generation
of ROS especially H2O2 in macrophages (Hsu and Wen, 2002;
Lu and Wahl, 2005). In order to investigate the effect of luteolin
on LPS-induced ROS production, H2DCFDA was applied in
order to detect cell oxygen burst. As illustrated in Fig. 5A,
treatment of MH-S cells with LPS rapidly increased intracel-
lular ROS level, especially H2O2 and UOH. Preincubation with
luteolin (5, 10 and 25 μM) for 30 min attenuated the ROS
generation in a dose-dependent manner in the LPS-activated
macrophages (Fig. 5B).

Luteolin inhibited the LPS-induced Akt and IKK phosphorylation

Previous study indicated that transcriptional activation of
NF-κB can be regulated through IKK or Akt signaling pathway.
To further address the upstream signaling molecule in luteolin-
mediated NF-κB inactivation, MH-S cells were pretreated with
luteolin for 30 min and then stimulated with 100 ng/ml LPS for
10 min, the effect of luteolin on LPS-induced Akt and IKK
activation was examined. Pretreatment with luteolin signifi-
cantly reduced the LPS-elicited Akt (Thr308 and Ser473) and
IKKα/β (Ser176/180) phosphorylation. Similarly, pretreatment
with a PI3-k selective inhibitor LY294002 (10 μM) resulted in a
dramatic reduction of Akt and IKKα/β phosphorylation
lin on LPS-induced NF-κB–DNA binding activity. MH-S cells were pretreated
or without LPS (100 ng/ml) for 60 min. Nuclear extracts were prepared and
sus binding sequence. Competitive EMSA using an unlabeled NF-κB consensus
alues were expressed as means±SEM (n=3). ⁎pb0.05 as compared with the
fects of luteolin on LPS-induced nuclear translocation of p65 subunit of NF-κB.
ated with LPS (100 ng/ml) for 60 min. The subcellular localization of NF-κB p65
ed in Materials and methods. The same fields were counter stained with PI for
RAW 264.7 cells were pretreated with 25 μM luteolin for 30 min, and then
SDS-PAGE followed by Western blot analysis that was performed with specific
ting. The figures were obtained from three independent experiments with similar



1609C.-Y. Chen et al. / Life Sciences 81 (2007) 1602–1614
(Fig. 6). These data suggested that luteolin inhibited NF-κB
activation via suppression of Akt and IKK phosphorylated
activation.

Discussion

Flavonoids are ubiquitous plant secondary metabolites and
have a variety of biological effects, including antioxidant, anti-
tumor, anti-microbial, anti-allergic, and anti-angiogenic prop-
erties (Shimada et al., 2006). Some natural flavonoids have anti-
inflammatory effects in mammalian cells, which may be due to
their ability to suppress the production of pro-inflammatory
cytokines and mediators (Yuan et al., 2006). Accumulated
evidence indicates that dysregulation of cytokines, such as
TNF-α and IL-6, plays an essential role in many inflammatory
conditions such as septic shock, hemorrhagic shock, rheumatoid
arthritis and atherosclerosis. Inhibition of inflammatory cyto-
kine and mediator production or function serves as a key
Fig. 4. Suppression of LPS-induced AP-1 activation by luteolin. MH-S cells were pre
(B) for 30 min, and then stimulated with LPS (100 ng/ml) for 4 h. Effects of PDTC an
were analyzed by RT-PCR as described under Materials and methods. (C) Effect of lu
with luteolin (25 μM) or curcumin (10 μM) for 30 min, and then stimulated with or w
was performed using biotin-labeled AP-1 consensus binding sequence. Competitive E
the specificity of AP-1 protein binding. Values are expressed as means±SEM (n=
compared with the LPS treatment. The figures were obtained from three independen
mechanism in the control of inflammation, and agents that
suppress the expression of these inflammation-associated genes
have therapeutic potential for treatment of inflammatory
diseases. Therefore, natural flavonoids have attracted interest
as potential therapeutic agents for the treatment of inflamma-
tion. The plant flavonoid luteolin exhibits anti-inflammatory
effects by inhibiting NF-κB-elicited gene expression and pro-
inflammatory cytokine production in vitro (Xagorari et al.,
2001), and histologically suppresses the inflammation in
bacteria-infected lung tissue in C57BL/6J mice (Tormakangas
et al., 2005). On the other hand, alveolar macrophages
especially are thought to be the preferential immunoregulatory
cell in lung tissue and targeted by bacterial endotoxins such as
LPS. In this study, we found that luteolin significantly inhibits
LPS-induced TNF-α, IL-6, cyclooxygenase-2, and iNOS
expression at the transcriptional level in murine alveolar
macrophage MH-S and peripheral macrophage RAW 264.7
cell lines.
treated with 200 μM PDTC (A) or combined treatment with PDTC and curcumin
d curcumin on LPS-induced TNF-α, IL-6, COX-2 and iNOS mRNA expression
teolin on LPS-induced AP-1–DNA binding activity. MH-S cells were pretreated
ithout LPS (100 ng/ml) for 60 min. Nuclear extracts were prepared and EMSA
MSA using an unlabeled AP-1 consensus sequence at 100-fold excess confirmed
3). ⁎pb0.05 as compared with the corresponding vehicle control; #pb0.05 as
t experiments with similar patterns. Lut, luteolin; Cur, curcumin.



Fig. 5. Effect of luteolin on LPS-induced ROS generation. (A) MH-S
macrophages were pretreated with H2DCFDA (5 μM) for 30 min in serum-
free medium and then exposed to LPS (100 ng/ml) at 37 °C for 0, 5, 10, 20 min.
(B) MH-S cells were pretreated with H2DCFDA (5 μM) and luteolin (5, 10, and
25 μM) for 30 min, and then exposed to LPS (100 ng/ml) at 37 °C for another
5 min. Cells were collected and fluorescence was measured with a flow
cytometer using Cell Quest software. The figure was obtained from three
independent experiments with similar patterns.
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Macrophages/monocytes, derived from a bone marrow
pluripotent stem cell, are specialized hematopoietic cells
distributed throughout different tissues of the body where
they play a central role in homeostasis and tissue remodeling.
Generation of an immune response may be considered another
aspect of macrophage function. When monocytes leave the
bone marrow, they do not appear to be programmed for any
particular tissue. Rather, they undergo tissue-specific matura-
tion in response to factors in tissues. Different macrophage
populations may arise from differing local conditions in the
tissue; these populations differ in morphology and functional
activity (cytotoxicity, migration, oxygen radical production,
pinocytosis and tissue factor production). In the lung, alveolar
macrophage function can be influenced by surfactant and other
components of lung lining fluid that can be obtained by lung
Fig. 6. Luteolin decreased the LPS-induced Akt and IKKα/β phosphorylation. MH-S
and then stimulated with LPS (100 ng/ml) for 10 min. Fifty micrograms of each pro
antibodies against phospho-Akt (Thr308), phospho-Akt (Ser473) and phosphor-IK
expressed as the mean±SEM for three independent experiments; ⁎⁎pb0.01, ⁎⁎⁎pb0
lavage (Lambrecht, 2006). The alveolar macrophages play a key
role in inflammatory and immune responses in the lung.
However, the alveolar macrophage is thought to be a relatively
poor antigen-presenting cell, compared with interstitial macro-
phages and monocytes. It has been reported that LPS-inducible
genes were differentially regulated in macrophages derived
from different tissues (Feng et al., 1999). To our knowledge, this
is the first report implicating the inhibition of LPS-stimulated
inflammatory molecule gene expression by luteolin in both
alveolar and peripheral macrophage cell lines. Our observations
are consistent with the findings of previous reports demonstrat-
ing that luteolin significantly suppressed the LPS-increased
expression of TNF-α and iNOS genes in murine primary bone
marrow-derived macrophages (Comalada et al., 2006), and of
IL-6 and COX-2 in peripheral macrophage cell line RAW 264.7
(Xagorari et al., 2001; Harris et al., 2006). However, our
findings show that the different populations of macrophages
exhibit differential kinetics of activation in response to LPS. For
example, while the activation of MH-S macrophages by LPS is
relatively rapid (detectable at 2 h, Fig. 2B). LPS stimulation of
RAW 264.7 macrophage activation is more slow (detectable at
4 h, Fig. 2B). Interestingly, the inhibitory effect of luteolin on
LPS-induced gene expression (TNF-α, IL-6, COX-2 and iNOS)
is stronger in MH-S macrophages than in peripheral macro-
phages (Fig. 2B). These results imply that alveolar macrophages
are more sensitive to tested agents (LPS and luteolin) than
peripheral macrophages. The reason for such differences may
be due to functional heterogeneity among tissue macrophages as
regards their cytokine production and signal transducing
properties.

TNF-α, a cytotoxic cytokine, is known to play a key role in
inflammatory processes (Nathan, 1987). As LPS stimulation
induces a large increase in macrophage TNF-α production
(Guha and Mackman, 2001), this production of TNF-α is also
known to be responsible for induction of other pro-inflamma-
tory mediators (Chandel et al., 2000). Our results, similar to
cells were pretreated with luteolin (25 μM) or LY294002 (10 μM) for 30 min,
tein was separated by SDS-PAGE, and then Western blot analysis with specific
Kα/β (Ser176/180) was performed. β-actin was used as a control. Results are
.001 vs. LPS treatment. Lut, luteolin.
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those of a previous report (Xagorari et al., 2001), have shown an
inhibitory action of luteolin on the LPS-induced production of
TNF-α mRNA expression in LPS-activated MH-S macro-
phages. Moreover, both luteolin and curcumin cause a strong
inhibition of LPS-induced AP-1–DNA binding activity (Fig. 4).
These observations suggest that luteolin-suppressed TNF-α
production most likely occurs via an AP-1-dependent pathway
in LPS-stimulated MH-S macrophages.

Interleukin (IL)-6 is a typical pleiotropic cytokine which
plays an important role in the homeostasis of the immune system
and hematopoietic system, in addition to its physiological
functions upon the nervous system, endocrine system and bone
metabolism (Kamimura et al., 2003). However, IL-6 production
is rapidly increased in acute inflammatory responses associated
with infection, injury, trauma and other stress. As such, a
dysregulated, high-level production of IL-6 could induce an
undesirable inflammatory condition in many organs. With this
study we show that luteolin not only inhibits IL-6 production
(Fig. 1) but also reduces its mRNA transcript in LPS-stimulated
MH-S and RAW 264.7 macrophages, indicating that this
compound could transcriptionally down-regulate IL-6 expres-
sion. The NF-κB transcription factor has been proved to play a
key role in the transcriptional up-regulation of the LPS-inducible
IL-6 gene (Guha and Mackman, 2001). We found that although
the LPS-induced NF-κB and AP-1–DNA binding activities are
inhibited by luteolin (Figs. 3A and 4C), blocking NF-κB activity
with PDTC significantly attenuates IL-6 mRNA expression.
However, blocking AP-1 activity with curcumin slightly
reduced LPS-induced IL-6 expression (Fig. 4). These results
suggest that luteolin-mediated NF-κB inactivation is the most
important pathway involved in IL-6 down-regulation in LPS-
stimulated macrophages.

NO is a free radical playing a pivotal role as a vasodilator,
neurotransmitter and immune regulator in a variety of tissues at
physiological concentrations. Currently, at least three distinct
isoforms of NOS have been isolated and cloned: eNOS
(endothelial NOS), iNOS (inducible NOS) and nNOS (neuronal
NOS). Many cell types can express iNOS for their function in
the host defense against microbial and viral pathogens (Bogdan,
2001), and this leads to the formation of NO radicals or S-
nitrosothiols or ONOO− in the host cell or in the microbe itself.
On the other hand, iNOS expression in macrophages is
activating by particular inducers and participating in the
pathology of inflammatory diseases including atherosclerosis,
rheumatoid arthritis, diabetes, septic shock, transplant rejection,
and multiple sclerosis, leading to cell death (Buttery et al.,
1994). Therefore, the regulation of NO production or iNOS
expression levels might be an important target in the treatment
of inflammatory disorders.

Luteolin has been shown to inhibit the NO production and
iNOS expression in LPS-stimulated BV-2 microglial cells (Kim
et al., 2006), in primary bone marrow-derived macrophages
(Comalada et al., 2006) and in human gingival fibroblasts
(Gutierrez-Venegas et al., 2006). Consistently, we found that
suppression of iNOS expression by luteolin is in parallel with
the comparable inhibition of NO production in LPS-activated
MH-S and RAW 264.7 macrophages. Both NF-κB and AP-1
binding sites have been identified on the murine iNOS promoter
and play a role in LPS-mediated induction of iNOS in
macrophages (Aktan, 2004; Cho et al., 2002). Our results
indicate that in addition to the inhibition of the NF-κB
activation by luteolin, a slight decrease in the AP-1 activation
may also contribute to the suppression of iNOS gene
expression.

Cyclooxygenase (COX)-2, an enzyme in the conversion of
arachidonic acid to prostaglandins (PGs), prostacyclin, and
thromboxane A2, clearly represents an important step towards
relieving the inflammatory process in macrophages (Wadleigh
et al., 2000). Thus, selective inhibitors of COX-2 have been
considered therapeutically effective for preventing inflamma-
tory reaction and disease. The production of PGs by LPS in
macrophages is primarily because of the transcriptional
activation of the COX-2 gene. Luteolin has been found to
inhibit inflammation-associated COX-2 expression and PGE2

formation in RAW 264.7 cells (Harris et al., 2006). We
demonstrate here that luteolin could suppress PGE2 production
and COX-2 gene expression via inactivation of NF-κB in both
MH-S and RAW 264.7 macrophages. Our data also revealed
that luteolin might not affect COX-1 enzymatic activity,
because this compound did not alter basal PGE2 production in
these two macrophage cell lines (data not shown).

It has been reported that endogenous IL-1Ra produced by
both macrophages and infiltrating neutrophils, exhibits an
important anti-inflammatory effect in LPS-induced lung-injury
model (Ulich et al., 1992). Expression of IL-1Ra may attenuate
bronchial hyperreactivity and inflammation in both antigen-
induced disease and in allergen-induced late asthmatic reactions
in guinea pigs (Okada et al., 1995). Our observations showed
that luteolin could up-regulate IL-1Ra mRNA expression in
LPS-stimulated MH-S macrophages. These results revealed that
the anti-inflammatory effect of luteolin may not only down-
regulate the pro-inflammatory cytokines but also up-regulate
the anti-inflammatory cytokines.

The intracellular redox (reduction–oxidation) state is
physiologically important in maintaining cellular homeostasis
and is vital for proper cellular functions. Oxidative stress
occurs when this balance is disrupted by excessive production
of ROS. ROS are commonly multiplied during inflammatory
processes that involve signal transduction and gene activation
and can contribute to host cell and organ damage. Accumulat-
ing evidence indicates that generation of ROS is involved in
regulating the activation status of a variety of transcription
factors, including NF-κB and AP-1 (Pham et al., 2004).
Intracellular redox changes induced by ROS augment NF-κB
activation through the phosphorylation and degradation of IκB
by increasing IKK or Akt kinase activity (Gloire et al., 2006).
Several agents that activate NF-κB are found to have led to
increased intracellular production of ROS. Previous studies
proved that antioxidants inhibit NF-κB activation and block the
expression of inflammatory cytokines as well as the production
of NO and PGE2. Also, it has been reported that ectopic
overexpression of catalase attenuates ROS production and
subsequently inactivates AP-1 in endothelial cells (Lin et al.,
2004). Structurally distinct antioxidants have been shown to
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inhibit the expression of NF-κB- and AP-1-dependent
cytokines, iNOS and COX-2 and, thus, reduce inflammation
(Comalada et al., 2006; Ma et al., 2003). Therefore, it is
suggested that the suppressive effects of these antioxidant
compounds on the production of the associated inflammatory
mediators are related with their antioxidant activities.

Luteolin exhibits obvious antioxidative and has been shown to
be able to scavenge ROS (Harris et al., 2006). In this study, we
found the LPS-induced ROS produced within the initial 5 min,
degradation of IκBαwould occur within 10–20min, and the NF-
κB and AP-1 DNA binding activities would increase within
30 min. It is likely that the LPS induced NF-κB activation via the
generation of ROS and possible that luteolin, through scavenging
of ROS, may mediate suppression of NF-κB and/or AP-1
signaling, thus reducing the level of downstream products
(including TNF-α, IL-6, iNOS and COX-2) in alveolar MH-S
macrophages. These results suggest that this pharmacological
property of luteolinmay have therapeutic potential with respect to
modulating redox-sensitive alveolar macrophage functions caus-
ally implicated in acute lung injury and other inflammatory
disorders within the alveolar compartment during evolving
microbial sepsis.

LPS signaling in macrophages involves a series of phosphor-
ylation events leading to transcription factor activation and
cytokine production. Stimulation of RAW 264.7 with LPS leads
to a time dependent phosphorylation of tyrosine residues of
several proteins that is inhibited by luteolin (Xagorari et al., 2001).
It has been reported that LPS stimulated NF-κB activation
through the phosphorylation and degradation of IκBby increasing
IKK or Akt kinase activity (Ardeshna et al., 2000). Studies by
Ozes et al. and Madrid et al. showed that a signaling pathway
culminating in phosphorylation both IKKα and β by Akt are
necessary for activation of NF-κB (Madrid et al., 2001; Ozes
et al., 1999). Our results show that luteolin significantly decreases
the phosphorylation ofAkt on Ser473 and Thr308 and IKKα/β on
Ser176/180 (Fig. 6) similarly to results obtained with LY294002,
and this inhibitory event is accompanied by the suppression of
IκB degradation and NF-κB p65 subunit nuclear translocation in
alveolar MH-S macrophages, indicating that Akt and IKK
inactivation might be involved in luteolin-mediated anti-inflam-
matory actions. Experiments are underway to further dissect the
molecular mechanism that involves kinase in the inhibitory
effects of luteolin on the LPS-induced cytokine and mediator
production in MH-S cells.

Luteolin belongs to the flavonoid family of compounds.
Flavonoids are composed of two aromatic rings linked through
three carbon atoms that form an oxygenated heterocycle.
Variations in the basic structure of flavonoids yield different
classes of flavonoids. The structure variations may mediate the
differences in the bioactivity of these related compounds.
Xagorari and co-workers used RAW 264.7 macrophages to
evaluate the effect of flavonoids on macrophage physiology.
Their results showed that among the tested flavonoids,
quercetin and luteolin are the most active compounds in
reducing the action of LPS on pro-inflammatory cytokine
release in macrophage and luteolin showed a lower IC50 than
quercetin (Xagorari et al., 2001). These data are in line with the
findings of Comalada et al. (2006) who showed that luteolin and
quercetin effectively inhibited LPS-stimulated TNF-α release in
primary bone marrow-derived macrophages. Analysis of the
structure–activity relationship showed that four hydroxylations
at positions 5, 7, 3′ and 4′, together with the double bond at C2–
C3 and the position of the B ring at 2, seem to be necessary for
the highest anti-inflammatory effect. The major determinants of
antioxidative capacity have been classically considered to be the
presence of a catechol group in the B ring, the presence of a 3-
OH group, and the C2–C3 double bond (Silva et al., 2002).
Consistent with this, our preliminary study also showed that
luteolin is more potent than baicalein in suppression of LPS-
induced macrophage activation. The anti-inflammatory capacity
of flavonoids has long been put to use in Chinese medicine as
crude plant extracts. Some flavonoids have been found to
inhibit chronic inflammation in animal models (Camuesco
et al., 2004; Kawaguchi et al., 2004). Current clinical
approaches showed that flavonoids are promising anti-inflam-
matory drugs. However, the pharmacokinetic characteristics of
flavonoids have to be considered before these agents may be
used successfully in vivo. Most flavonoids are found glycosy-
lated in plants and cannot be absorbed by the intestinal
epithelium in that form. Hydrolysis of the glycosides by the
intestinal flora yields free flavonoids that are absorbed
efficiently. Comalada et al. suggested that flavonoids must be
administered orally in glycosidic form in order to be applied as
anti-inflammatory agents (Comalada et al., 2006).

In conclusion, our observations suggest that luteolin has a
strong antioxidant capacity to inhibit inflammation-associated
gene expression (TNF-α, IL-6, iNOS, and COX-2) by
suppressing redox-dependent NF-κB and AP-1 activation,
resulting in its anti-inflammatory effects, and imply that luteolin
may be a potential drug for treating inflammatory diseases. Our
observations also demonstrate that the anti-inflammatory
property of L. japonica may be partly due to the luteolin,
providing support for the traditional use of this plant in Chinese
medicine against alveolar inflammatory disorders. However,
further in vivo investigation of this activity is necessary to
qualify its mechanism and medicinal potential.
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