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中文摘要

近幾年微陣列技術以應用獨特的基因表現樣態，並結合特定細胞內的反應來提供一

個快速的檢測方法。許多天然植物來源的產品已經被證實具有抗癌能力。因此傳統中草

藥的應用可以增加對於預防與治療疾病的研究。處理癌症主要治療的方法，包括誘發不

正常細胞產生凋亡作用。所以我們嘗試作細胞層面的探討以及 cDNA 微陣列技術，來篩

選可以抑制癌症細胞增生與致使癌細胞產生凋亡作用的中草藥萃出物。

製備紫蘇、霍香、防風、刺五加葉、石蓮花及七層塔的水萃出物，並用來評估對於

人類肝癌細胞株 HepG2 抑制生長的影響。應用 MTT 細胞存活分析來測量六種中草藥萃

出物對於抵抗癌細胞的增生能力。並以 Annexin V-FITC 與 PI 螢光染色分析偵測細胞凋

亡作用。分離細胞 total mRNA 後，分別使用 cyanine 3-dUTP 標定 PBS 處理的細胞

mRNA，而 cyanine 5-dUTP 標定經中草藥萃出物處理後的細胞 mRNA。應用含有 7,680

個 spots 的晶片，研究經中草藥萃出物處理 HepG2 細胞的基因調節。晶片掃瞄後，以

GeneCluster 軟體作資料分析。

經多種濃度的中草藥萃出物處理 72 小時後，確立可抑制 HepG2 細胞生長的中草藥

濃度。紫蘇、霍香、防風、刺五加葉及石蓮花抑制細胞生長 50%的濃度依序為 100、300、

400、400 及 400 g/mL。刺五加葉與防風對於誘發 HepG2 細胞產生凋亡作用經流式細

胞儀分析，凋亡細胞族群（PI－/AnnexinV＋）的百分比依序為 15.8 0.8%與 21.4 0.9%

（P < 0.001）。以 Tukey 公正顯著差異法、鄧氏新多變測驗法及最小顯著差異法的變異
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數分析結果，顯示霍香與刺五加葉對於 HepG2 的處理，具有相似的基因表現。

Spearman’s 等級相關係數（r）分析結果也指出經中草藥水萃出物處理後所誘發的基因

表現樣態中，以霍香與刺五加葉具有高相關性（r = 0.8）。cDNA 微陣列的群集分析結果

為多數基因表現與細胞凋亡、細胞增生及 Cytochrome P450 superfamily 有關。許多基

因具有低表現量，尤其是與細胞增生相關的基因。比較逐步叢集分析法，自組圖分析法

對於五種中草藥萃出物所誘發的基因表現樣態更具備良好的分群能力。分析的結果可以

讓我們增加對於中草藥抗癌能力的瞭解。此外細胞毒性與微陣列的結果可以定義經防

風、刺五加葉、紫蘇、霍香及石蓮花萃出物處理 HepG2 細胞後，抵抗癌細胞增生的能

力與細胞凋亡相關的基因。因此在治療肝癌上，這些關於中草藥萃出物的研究發現，使

其具有純化為試劑的價值。

中草藥萃出物對於 HepG2 細胞的抗腫瘤效用，於某種程度上可抑制癌細胞的增

生。在 cDNA 微陣列中，此研究提供一個在 cytochrome P450 superfamily、細胞增生

及細胞凋亡作用上，可能是抑制與肝臟方面相關的基因表現樣態之開端。根據樣態而比

較群集分析的結果，自組圖分析更適合用來運算及分類與抗腫瘤有關的基因表現樣態。

研究 cDNA 微陣列可幫助瞭解中草藥萃出物在生理活動層面上的意義。
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on the gene expression pattern of HepG2 cells

Graduate Student: Chia-Chen Ku Advisor: Chih-Sheng Lin Ph.D.

Institute of Biochemical Engineering
College of Biological Science and Technology

National Chiao Tung University

Abstract

In recent years, microarray technology provides a rapid method to associate

specific cellular responses with unique gene expression patterns. Many natural plant

source products have demonstrated that including anticancer ability. Moreover,

traditional herbs application is increasing in investigation into prevention or treatment

in the disease. The main therapeutic approach of cancer treatments is inducing

abnormal cells apoptosis. Therefore, we attempt to screen herbal extracts that can

inhibit cancer proliferation and lead cancer cells to apoptosis by the cellular studies

and cDNA microarray technology.

Herbal extracts, Perilla frutescens, Agastache rugosa, Saposhnikovia divaricatae,

Acanthopanax senticosus L., Echeveria elegan, and Salvia Plebeia R. Brown were

prepared and used to evaluate the effect of growth inhibition on human hepatoma

HepG2 cells. MTT cell viability assay was used to measure the antiproliferative

effects of six herbal extracts. Apoptosis was detected by Annexin V-FITC and PI

fluorescent staining assay. After total mRNA isolation, mRNAs from PBS-treated

cells were labeled with cyanine 3-dUTP and mRNAs from the herbal extracts treated

cells were labeled separately with cyanine 5-dUTP. The chip comtains 7,680 spots

were used for studying the gene regulation in HepG2 cells treated with herbal extracts.

The slides were scanned and the data were analysed by GeneCluster software.

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   



iv

The growth of HepG2 cells in the presence of various concentrations of herbal

extracts for 72 h were determined. The growth inhibition (IC50) of P. frutescens, A.

rugosa, S. divaricatae, A. senticosus L. and E. elegans were about 100, 300, 400, 400

and 400 g/mL, respectively. Significant induction of apoptosis was observed in the

HepG2 cells treated with A. senticosus L., and S. divaricatae extract by flow

cytometric analysis, and the fraction of apoptosis cells (PI－/AnnexinV＋) were as

following 15.8 0.8% and 21.4 0.9%, respectively (P < 0.001). ANOVA analysis of

Tukey’s honest significant difference, Duncan’s new multiple range test and least

significant difference test, A. rugosa and A. senticosus L. had similar gene expression

in HepG2 cells. The spearman correlation coefficients (r) were calculated for the

gene expression levels of these herbal extracts treatment, and high correlation value

was between A. rugosa and A. senticosus L. (r = 0.8). The clustering results of

cDNA microarray indicated that the expression of numerous genes associated with

the apoptosis, proliferation, and Cytochrome P450 superfamily. Most gene

expression levels were down-regulation, especially in proliferation-related genes.

Compared with the k-mean analysis, the SOM analysis in five herbal extracts had

good ability of grouping genes. The result may improve our understanding of the

actions of herbs with anti-tumor activities. Additionally, the cytotoxicity and

microarray results enabled the apoptosis-associated genes that are responsible for

the anti-proliferative activities of S. divaricatae, A. senticosus L., P. frutescens, A.

rugosa and E. elegans extracts in HepG2 cells to be identified. Moreover, these

findings revealed that herbal extracts are the material with potential to be purified as

an agent for treating hepatocellular carcinoma.

The anti-tumor effects of herbal extracts on HepG2 cells are due in part to

inhibition of cancer cells proliferation. Our study provided a preliminary profile of

gene expression may be related to suppress hepatic expression of cytochrome P450
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superfamily, proliferation and apoptosis in cDNA microarray. According to the profile,

we compared with cluster analysis, and SOM was more suitable to use in assaying

the gene expression profiles associated with the anti-tumor. Such cDNA microarray

studies can help to identifying herbal extracts in physiological activities.
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壹、緒 論

一、DNA 微陣列晶片之原理與發展

1. DNA 微陣列晶片的應用原理

傳統的核酸分子雜交技術（例如 Northern blot 或 Southern blot）所耗費的人

工、時間與效力不足以應付大量基因信息的產生，基因晶片為近幾年興起的一項生物技

術，可以將生物中許多不連續的分析過程，移植到固相的晶片上進行，並且使其連續化

和微型化 [Kallioniemi et al., 1992; Schena et al., 1995; Shalon et al., 1996]。生物晶片

在廣義的定義上是指與生物有關的分子（例如：基因、蛋白質、碳水化合物或細胞組織），

利用微小的面積且高密度的排列方法，將探針定位在經過特殊處理的塑膠、矽片或玻璃

材質上，依照植入微陣列晶片上物質的不同，可以分為基因晶片與蛋白質晶片，應用最

廣泛的 DNA 微陣列晶片，主要是把已知序列的單股 DNA 分子（DNA 探針），以打點的

方式附著固定在玻璃晶片或其他固體上，另一段未知且有興趣的 DNA 片段（標的 DNA）

以螢光標定的方式偵測並進行資料分析。基因晶片技術又稱作 DNA 微陣列（DNA

microarray）或是 DNA 微陣列晶片，也稱為生物晶片（biological chip 或 biochip）。微

陣列分析可以使用 RNA 的樣品同時測量數千個基因的表現，經過微陣列的實驗分析，

可以解開許多重要的生物現象，如：基因表現樣式、藉由相同途徑調節的基因群與比較

兩種不同的實驗狀況 [Garrigues et al., 2005]。經由兩種不同的狀況處理細胞後所萃取

出的 mRNA，經過反轉錄作用成 cDNA 時，通常會標定上兩種不同顏色的螢光物質（例

如 cyanine 3-dUTP [Cy3] 與 cyanine 5-dUTP [Cy5]）。混合標的上不同螢光的 cDNA，

同時與有規律地排列並固定於玻璃片上的基因或表達序列標籤（expressed sequence

tags; EST）結構作競爭性雜合作用（comparative hybridization），由 Cy3 或 Cy5 標的

上的目標物（target）在每一個基因的 spot 上所激發出的光分別為綠色與紅色，再以螢
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光掃描器（鐳射共聚焦螢光檢測系統）對晶片進行掃描並讀取訊號，每一個 spot 所散

發出的螢光訊號還需要經過電腦軟體系統定量數值，並比較和檢測那些特定位置的DNA

有增加（gain）或減少（deletion），從而迅速得出所要的資訊。背景值的擷取通常由 spot

周圍的面積取決，而 Cy3 與 Cy5 的訊號強度會扣除掉背景值。最後，每一個基因的表

現數值會經過 log2 運算的比值會用來表示對照組與實驗組間相關基因的表現量

[Quackenbush, 2001]。經由 log 的運算後，在同一個基準點上，高表現與低表現的數

值相互作比較。

2. DNA 微陣列的發展

1990 年代初，人類基因體計畫與分子生物的發展奠定基因晶片技術的形成，史丹

佛大學 Brown 教授實驗室發明第一塊應用玻璃材質的基因微陣列晶片 [Schena et al.,

1995]，基因晶片是因應人類基因體計畫完成後所衍生出來的產品，主要是利用為處理

技術，把基因黏著於玻璃片上，同時可以處理上萬個基因的點漬晶片，全面且大量的偵

測基因表現樣式。為了因應不同的研究領域，也需要擴展生物晶片的領域，從植入晶片

上的探針不同又可以分 cDNA 晶 片 與 寡 核 苷酸（oligonucleotide）晶片 [Afshari et al.,

1999; Peixoto et al., 2006]。cDNA 晶片為利用反轉錄方式所產生的互補 DNA，以打點

的方式植入尼龍材質的薄膜或玻璃玻片上。寡 核 苷酸晶 片 為 在 晶 片 上 直 接 合 成 寡 核 苷酸

或 是 將 合 成 好 的 寡 核 苷酸植 入 並 固 定 在 尼 龍 材 質的 薄 膜 或 玻 璃 玻 片 上 。藉由測定樣本中

不同的 mRNA 濃度，可以探討基因的表現情況，細胞製造越多的 mRNA，就有可能產

生越多與之相對應的蛋白質，以基因的表現量來間接研究蛋白質的種類與數量。利用

cDNA 或 寡 核 苷酸微 陣列 的 研 究 可 以 同 時 進 行兩 種 生 物 樣 本 的 實 驗和 觀察 很 多 基 因 的 表

現或抑制程度，對照組和實驗組的兩兩比較，可以在同一時間完成，主要用於腫瘤的

DNA 測序、基因表達、突變、診斷、藥物篩選和遺傳圖譜等研究 [Tamayo et al., 1999;

Takeo et al., 2001; Lee et al., 2002; Hong et al., 2003; Huang and Hazlett, 2003;

Taniuchi et al., 2005; Staal et al., 2006]。隨著微陣列技術的研究和應用急劇增加，日益

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   



3

增多的資料，處理與分析方法都值得我們討論，癌細胞在抗癌藥物的處理下的反應機

制，以及哪些癌細胞能夠發生反應，哪些不能，也都是我們必須探討的問題，而微陣列

的研究最終還是會朝著臨床的方向發展。

3. DNA 微陣列的資料分析

（1）微陣列的影像處理：造成微陣列分析的低再現性影響的因子很多，包含收集細胞

的狀況、生物變異性、mRNA 的品質、打 spot 的狀況和雜合作用。研究者在碰到螢光

的背景值或非由 cDNA 雜合作用所產生的螢光數值時，會經由校正螢光或是正規化

（normalization）資料來提高正確性。背景值所造成的偏差會藉由扣除 spot 圈選以外

的範圍面積所測得的螢光數值，通常這個區域的螢光背影值是會與 spot 內的面積有重

疊的狀況，校正由特定螢光差異性所造成的偏差，最簡化的正規化方法是讓 Cy3 與 Cy5

訊號具有一樣的總平均強度，此方法是基於細胞狀態下大部分的基因表現樣式是不改變

的。如果背景值顯著的重疊在 spot 內（spot-localized），就不能以減去背景值來做為提

高 spot 準確定的方法，因為精確的微陣列掃瞄器技術不能將同一 spot 內的背景值螢光

與經過雜合作用後產生的螢光分開。因此，如果有此狀況發生，就算是經過正規化的處

理，這種誤差還是會存在於資料分析中 [Martinez et al., 2003]。微陣列分析正規化是平

衡兩種標定螢光物質的螢光強度，主要目標是移除實驗時所產生的誤差。造成螢光數值

偏差的原因包含不一樣螢光標物質標的效率、對光的敏感性與掃描器的設定。一般對於

正規化方法的使用如：對於所有基因作廣泛的正規化、持續表現或無變化的管家基因

（housekeeping gene）正規化及控制組（internal controls）正規化 [Quackenbush,

2002]。但是這些正規化的方法還是不夠恰當，因為螢光標的物的誤差與 spot 的密度與

在微陣列上的空間為置有關 [Lee, 2002]。

（2）微陣列的資料分析：cDNA 微陣列能在同一時間平行檢測大規模的基因分子資訊，

並比較每個基因的調節，可以同時反映出基因調節變化途徑。在生物學上，比較基因間
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的表現可以提供對於研究癌症重要的線索，微陣列分析技術可以讓收集千個以上的基因

表現變成可能，許多傳統的技術仍然具有限制，因為需要大量的 mRNA 樣品來測量少

數基因的表現 [Garrigues et al., 2005]。微陣列的分析中，叢集分析方法是直接比較樣

本中各指標之間的性質，將性質相近的歸為一類，性質差異較大的歸為另一類，常用的

分析方法有系統叢集分析（hierarchical clustering）、逐步叢集分析（k-mean

clustering）、自組圖分析（self organizing maps; SOM）及主成分分析（principal

component analysis）（表 1-1），其中逐步叢集分析主要是輸入 K 值後，將資料分為 K

群，但並無考慮基因間的相關性，而是基因間的距離最為分類依據。而自組圖分析，主

要提供由資料中取出 N 個最明顯的基因表現樣式來執行一大量的資料的整理，因此相似

的基因表現樣式在自組圖分析中會被分為同一類 [Tamayo et al, 1999]。

二、DNA 微陣列晶片在生物醫學上之應用

傳統的毒理學和分子生物學研究著重於以臨床化學或組織學觀察細胞或是組織的

改變，但是 cDNA 微陣列的技術可以應用在經過毒物或是抗癌藥物（如：中草藥）處理

後的細胞或是組織，並同時可觀察大量的基因表現情況，此主要以基因的表現樣式

（expression pattern）結果，這包含特定的酵素活動或是特殊的訊息傳遞途徑的調控，

也是特定的毒物或是中草藥的特性。微陣列的複雜性在處理過程中增加變化性，也可以

提供對於藥物毒性的機制瞭解價值。此外，基因表現樣式可以正確的定義與預測特定的

毒性指標（toxicity endpoint）並優先排列（lead prioritization），這可以提供非常有利

的篩選工具 [Rodi et al., 1999; Pennie, 2000; Steiner and Anderson, 2000]。癌症的發

生常伴隨著遺傳物質的改變，這些變化可能是經由增加致癌基因（oncogenes）或是減

少腫瘤抑制基因（tumor suppressor genes）的表現，進而導致病變。基因的突變也會

造成癌症的發生，這 些 基 因 上 的 突 變 可 以 利 用 寡 核 苷酸微 陣列 來 偵 測 ；而由這些病變基

因造成之異常基因表現，可以利用 DNA 微陣列來分析。也有使用 DNA 微陣列分析來比

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   



5

較同種細胞內兩種狀態之間的差異，此為所有蛋白質編碼基因表現樣式之間的關係

[Schena et al., 1995; Shalon et al., 1996]。對於癌症的檢測利用 DNA 微陣列來分析各

種相關基因的表現，對於癌症初期篩檢，除了提供快速檢測技術外，也可以瞭解致病的

遺傳因子，更能快速且正確地診斷病因，作早期的防範，且可藉由瞭解基因表現樣式的

改變來推測細胞內的變化，進而找出損傷的原因 [Burczynski et al., 2000; Hong et al.,

2003]。在醫學臨床的研究上，研發新藥是需要檢驗眾多生物檢體與化學合成物，微陣

列晶片已成為生醫檢驗及新藥開發的方法之一 [Iizuka et al., 2003; Hara et al., 2005;

Rho et al., 2005; Yang et al., 2005]。微陣列晶片應用在生物醫學方面的有微血液感測

晶片，可以測量與分析血液中的各種成分 [Oh et al., 2005]，也開發出檢測癌症、地中

海型貧血、乾癬性關節炎及風濕性關節炎等晶片 [Hong et al., 2003; Bang-Ce et al.,

2004; Batliwalla et al., 2005; Tsubaki et al., 2005]。製藥公司為了能降低開發新藥的費

用，因此在學術性質和產業界的實驗室中，努力使用 DNA 微陣列分析來研究於以藥物

處理多種組織樣品後的效果分析，還有以 DNA 微陣列分析來研究特定毒性的特殊 RNA

表現樣式，並用來區別不同種類的毒物特性 [Hong, 2003]。

三、科學中草藥的發展

科學中草藥統稱來說是透過對藥材炮製、萃取的科學化品質管制，製成便於口服的

劑型，改善傳統中草藥調製煎煮費時且攜帶不易的缺點，科學中草藥又稱濃縮中藥，指

以科學的方法精選藥材，透過 GMP 製造流程及精密儀器的分析檢驗，經過煎煮、萃取、

濃縮、噴霧及造粒等流程，再製成濃縮顆粒、錠劑及粉末等製劑，使每一批次的藥品品

質完全一致。在講求健康與自然的時代裡，從天然物中研發新藥來防治人類疾病，已經

成為醫藥界的主流，並以藥用植物作為醫療資源之一，德國與中國皆具有系統性的使用

藥用植物，各類植物中所發現具有抗病及防癌的天然物質統稱植物化學藥品。美國於

1944 年通過營養補助品健康及教育法案（dietary supplement health and education act;
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DSHEA）開始引起全世界對於中草藥的注意。1950 年代已經開始研究中草藥的單一成

分（表 1-2）。最早將中草藥單一成分用於癌症方面的研究，是把 Primin、Plumbagin

與 Maytenin 應用皮膚癌的治療上 [Melo et al., 1974]。1990 年代分生技術發展成熟，

中草藥除了用於抑制癌細胞生長外，並探討基因表現的機制；藥物對於癌細胞的處理，

追求緩和且不傷害正常細胞的方式進行 [Yang et al., 1996]。美國食品藥物管理局

（FDA）在 1997 年公布植物性產品規範草案（guidance on botanical products），首次

將植物性藥品納入管理，也讓製藥界開始重視中草藥，很多生技公司（例如：順天堂藥

廠與中天生技公司）開發中草藥的產品目標是通過 FDA 的認證而可以讓產品流通性更

國際化。銀杏是最普及的單味藥，全世界的銀杏品種將近 10 種，德國人用十幾年的時

間找出穩定且療效最好的銀杏葉品種，開發穩定的製藥品質與過程 [DeFeudis et al.,

2003]，而德國政府核准的標準銀杏萃出物為 GBE 761，證實可治療阿茲海默疾病

[Kanowski et al., 1996]，並由銀杏所含的三百多種化學成分中，確立出主要的活性成分

為黃酮類與 terpenes [Le Bars and Kastelan, 2000]。2000 年代微陣列晶片技術發展成

熟，並應用在作為篩選中草藥所誘發產生表現的基因 [Lee et al., 2002]。

四、中草藥在抗腫瘤與抗癌之研究近況

1. 應用於抗腫瘤與抗癌研究之中草藥

許多國家廣泛的使用中草藥來治療疾病，其中包含腫瘤與癌症，許多民間使用傳說

中可以抗癌的草藥萃出物的正確性已經被證實，包含冬蟲夏草（Cordyceps sinensis

Sacc.）、白芍（Paeoniae Radix）、防風（Saposhnikovia divaricata）、金線蓮

（Anoectochilus formosanus）、刺五加葉（Acanthopanax senticosus）、紅豆杉（Taxus

mairei）、洛神花（Hibiscus sabdariffa）、粉防己（Stephania tetrandra S. Moore）、茯

苓（Poria cocos Wolf）、柴胡（Radix Bupleuri）、紫蘇（Perilla frutescens）、黃耆（Astragali

Radix）、銀杏（Ginkgo biloba）、霍香（Agastache rugosa）及靈芝（Ganoderma lucidum）
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（表 1-3）。冬蟲夏草屬於滋補藥草，含有豐富的蟲草素、核酸、游離脂肪酸、甘露醣醇、

蛋白質，可以治療肝炎與心臟病，強化免疫系統，具有抗氧化功能可以抗衰老 [Yoshida

et al., 1989; Zhu et al., 1998.]。白芍是中國傳統的中草藥毛莨科植物芍藥（Paeonia

lactiflora Pallas）乾燥根，在中國與日本被廣泛用來治療肝臟疾病的傳統藥方，早期的

研究指出白芍可以抑制由化學藥品（可造成多種氧化性DNA損傷）所誘發的氧化性DNA

分裂，所以白芍不只具有抗癌的功效，還是抗衰老與抗致癌作用的藥物，白芍的萃出物

可以經由血管內皮依賴性血管擴張（endothelium-dependent vasodilator）的影響，改

善主動脈的血流量並且抑制血拴形成與血小版凝集 [Goto et al., 1996]。此外白芍水萃

出物可以抑制 HepG2 與 Hep3B 細胞株的生長，由白芍萃出物所誘發的細胞凋亡作用主

要是以 p53 的途徑發生，經過 cDNA 微陣列分析與 RT-PCR 的實驗證實，可能是改變

了 BNIP3、ZK1、RAD23 及 HSPD1 基因表現 [Lee et al., 2002]。防風乾燥的根部為亞

洲天然的中草藥，主要當成發汗劑、止痛劑及退熱劑來使用，應用於治療一般的感冒、

頭痛及關節痛，防風含有揮發油及有機酸等成分，有明顯的免疫增生及抗過敏的作用。

由防風萃取的歐前胡素（imperatorin）與 1-甲基苯乙妥因（deltoin）可抑制 NO 的產生，

而避免 NO 對人體所產生的傷害 [Wang et al., 1999]。金線蓮為珍貴的民間用藥，墨綠

色葉面成嵌著金線脈紋，金線之名因此而得。全草味甘性涼且清熱退火，可降低膽固醇、

防止血壓上升及強化肝臟機能，所含的 plumbagin 成分，可誘發乳腺癌細胞 MCF-7 產

生細胞凋亡作用 [Yang et al., 2004]。刺五加葉為一種傳統的天然草藥，作為補藥與抗

風濕病，主要應用在慢性支氣管炎、高血壓、抗緊迫及缺血性心臟病 [Nishibe et al., 1990;

Fujikawa et al., 1996]。肥大細胞（mast cells）合成與分泌化學性的傳遞物在過敏性反

應中扮演重要的角色，而刺五加可以抑制腫瘤壞死因子-α（tumor necrosis factor-α;

TNF-α）所產生肥大細胞依賴性的發炎反應 [Yi et al., 2001]；但可以增加肺癌病人血液

中 TNF-α 的活性，來抵抗癌細胞 [Huang et al., 2005]；由刺五加葉中所分離的

glycoprotein 可降低經酒精對於肝臟細胞所造成的肝毒傷害，並 增 加 抗 氧 化 酶的 活 性

[Choi et al., 2006]。紅豆杉又稱紫杉，所含紫杉鹼（taxine）有抗腫瘤活性及細胞毒性，

紅豆杉所含的 taxumairol A 可抑制人類腫瘤細胞株 KB-16、A-549 及 HT-29 生長 [Shen
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et al., 1996]。而 taxumairols U 與 taxumairols V 可抑制人類肝腫瘤細胞的生長 [Shen et

al., 2001]。洛神花常用於解熱與平衡身體的酸鹼值，成分中的 Hibiscus protocatechuic

acid、花青素及多酚類萃出物，可抑制小鼠的皮膚腫瘤與人類 HL-60 細胞的生長，並具

有抗氧化作用 [Tseng et al, 1998; Tseng et al., 2000]；誘發人類胃癌細胞進行細胞凋亡

[Lin et al., 2005]。粉防己的根被當作中國的草藥來治療關節炎（arthritis）、矽肺病

（silicosis）與高血壓已經有數十年了，粉防己鹼（tetrandrine）為 雙苄基 異 喹 啉 類生 物

鹼（bisbenzylisoquinoline alkaloid），主要從粉防己根部萃取出來，已經被證實可以抑

制人類 HeLa 細胞的分化 [Teh et al., 1991]，且可以抑制小鼠的腹水腫瘤 [Kuroda et al.,

1976]，還可以誘發人類白血病 U937 細胞的凋亡 [Lai et al., 1998]，除此之外，粉防己

鹼（tetrandrine）還可以抑制人類肝癌細胞株 HepG2 細胞的生長，誘發產生細胞凋亡

的作用 [Yoo et al., 2002]。茯苓含有多醣體、Pachymic acid、3-O-acetyl-16

alpha-hydroxytrametenolic acid、poricoic acid B 與 beta-glucan PCM3-II 可以抑制小鼠

的腫瘤 [Kanayama et al., 1986]，抑制皮膚腫瘤與免疫反應 [Kaminaga et al., 1996]，

抑制人類乳癌細胞株 MCF-7 生長並誘發細胞凋亡作用 [Zhang et al., 2006]。柴胡含有

皂素、RBIaii、Bupleurum scorzonerifolium 與 KY88，可以抑制小鼠肉瘤生長 [Haranaka

et al., 1985; Kok et al., 1995; Chow et al., 2004]，對人類肺癌細胞株 A549 與肝癌細胞

株（HB8064）具有抑制增殖與誘發產生凋亡作用 [Cheng et al., 2003; Hsu et al.,

2004]。紫蘇含有 Nelignans、luteolinu、Rosmarinic acid 及 triterpene acids，對於

mocrophage 細胞株RAW 264.7與皮膚腫瘤有抑制生長的效果 [Ryu et al., 2002; Ueda

et al., 2002; Ueda et al., 2003]；並可降低受到 aflatoxin B1 或 ochratoxin A 處理 HepG2

細胞後，所導致的傷害 [Osakabe et al., 2002; Renzulli et al., 2004; Osakabe et al.,

2004]。黃耆有利尿、降壓、抗腎炎的作用，含有 juzentaihoto 成分，可以抗腫瘤 [Aburada

et al., 1983]，並抑制膀胱癌 [Kurashige et al., 1999] 與胃癌細胞 [Lin et al., 2003] 生

長。銀杏含有黃酮類、terpenoid、flavonol glycosides 與 terpene lactones，具有抗氧

化能力 [Dubey et al., 2004]，也可抑制乳癌細胞、神經膠質瘤及肝癌細胞株的增殖

[DeFeudis et al., 2003; Pretner et al., 2006]。霍香屬於唇形花科（Labiatae）含有多種
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黃酮類（flavonoids）與主要成分椴寧（tilianin），可以抑制由 TNF-K 所誘發的 VCAM-1

基因表現。動脈硬化為一種慢性發炎疾病，在動脈粥樣硬化的病理生理學上，腫瘤壞死

因子所誘發 VCAM-1 表現為早期的症狀，研究指出霍香可以抑制腫瘤壞死因子所誘發

VCAM-1 的表現 [Hong et al., 2001]。靈芝富含維他命、纖維與氨基酸，,可以活化多醣

體促進人體免疫功能 [Sliva, 2004; Yuen and Gohel, 2005]，除了靈芝本身所含的

triterpene 可以抑制人類肝癌細胞株 Huh-7 的生長 [Lin et al., 2003]，在乳癌與前列腺

癌細胞中，也可抑制細胞附著與轉移 [Sliva, 2003]。

此外補中益氣湯（Bu-Zhong-Yi-Qi-Tang; BZYQT）為中國傳統的複方中草藥，可

抑制人類肝癌細胞株（Hep3B、HepG2 及 HA22T）的生長，在中國已經使用於多種癌

症的治療，體內與體外試驗指出補中益氣湯可以抑制肝癌後期病人癌細胞的蔓延，經細

胞週期與 DNA 片段分析，可以抑制肝癌細胞的生長，細胞週期停滯於 G0/G1 期的現象，

並抑制 DNA 合成並誘發細胞凋亡作用。肝細胞的死亡與多種肝臟失調疾病與肝臟功能

退化有密切的關係 [Kao et al., 2001]。

2. 中草藥與肝癌研究的結合

（1）肝癌簡介：近幾年來惡性腫瘤以高居我國十大死亡原因之首，其中以肝腫瘤佔國

人惡性腫瘤死亡的最主要病症，行政院衛生署（http://www.doh.gov.tw）統計民國九十

三年台灣地區主要死亡原因，肝癌為第二大死亡原因，死亡人數超過萬人，其中在女性

致死的惡性疾病中排名第二，在男性則高居第一，肝癌通常指原發性肝細胞癌

（hepatocellular carcinoma; HCC），也被簡稱作肝癌（Heptoma），是最為常見的肝癌

種類，在成人肝癌中約佔 80-90％，肝細胞癌源自肝細胞中一個或少量的肝細胞惡性變

化產生的腫瘤，通常發生在肝臟因硬化而受損的人身上，肝癌為世界上常見的惡性腫瘤

之一，也為常見具致命性的癌症 [Wanebo and Vezeridis, 1993]。肝癌為一種實質性的

惡性腫瘤，在初期並無特殊的徵兆，當患者摸到有硬塊時，通常已經進入病程的晚期了，
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目前，臨床上對於肝癌的治療仍以手術為主，但病人復發率約有 40％，因此，侵入式

的治療方式仍無法很有效的對抗此一疾病，在全球很多地區，包含東亞與南非，在肝臟

實質（parenchyma）中，因為轉移、肝硬化及其他病理上的改變，經過外科手術引起

的反應仍然具有相當大的挑戰以及治療上的問題，所以建立更有效的治療方法來降低因

為肝癌所引發的死亡是非常重要的 [Kennedy et al., 2004]。

（2）應用中草藥治療肝癌：對於肝癌的治療分為化學藥物的治療以及天然藥物的治療，

在化學藥物的治療上亦面臨了瓶頸，肝癌對於現行使用的抗癌藥物其敏感性都不高，癌

症用藥多是以造成細胞壞死的途徑來殺死癌細胞，結果亦會使正常的細胞大量死亡，導

致病患在治療的過程中，身體面臨極大的挑戰。為了尋求一個有效且安全的治療藥物，

許多研究著手於天然藥物的研究，如：可以誘發 HepG2 細胞進行細胞凋亡的木犀草素

（Luteolin，為一種天然的黃酮類）[Ko et al., 2005]、去氫駱駝蓬鹼（Harmine）由駱駝

蓬（Peganum harmala）萃取出來，應用在抗癌治療上 [Chen et al., 2005]。由天然植

物中純化有效的抗癌化合物，並結合日前臨床上所用的抗癌藥物來治療病患，降低抗癌

藥物劑量，已減少副作用，又能達到有效的抗癌作用，但部分成果仍屬初步研究，尤其

在機轉的建立上，仍有許多未知。人類肝癌細胞株 HepG2 細胞常被當作酒精 [Neuman

et al., 1993; Neuman et al., 1995; Harries et al., 2001] 與四氯化碳（carbon

tetrachloride; CCl4）[Dai and Cederbaum, 1995; Harries et al., 2001] 誘發肝臟受損研

究的良好模式，除此之外也廣被應用於細胞毒性測試 [Guillouzo, 1998; Hong, 2003]，

所以被選用來作本次論文上的研究，因為 HepG2 細胞具有正常肝細胞的表型與基因特

性但不帶有病毒感染性，所以常被拿來作為體外的實驗系統 [Sassa et al., 1987]。另外

HepG2 細胞可以表現很多正常人類肝臟功能，如：cytochrome P450-dependent mixed

function oxidase（MFO）的反應進行 [Limbosch, 1983; Dawson et al., 1985; Darlington

et al., 1987] 與 glucuronic acid 的結合反應 [Diamond et al, 1980; Neuman et al.,

1995; Shear et al., 1995]，因此 HepG2 細胞時常被用來作為肝癌或是肝功能上的研究。

（3）抗腫瘤與抗癌的方法之一誘發細胞死亡：細胞死亡主要的機制可分細胞壞死和細
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胞凋亡兩種。細胞壞死（necrosis）：主要發生於一群相鄰的細胞，通常是較嚴重的物理

化學傷害所造成，主要是伴隨 ATP 耗盡，細胞通透性發生改變而使細胞膨脹或破裂，

使細胞內的胞器釋出，並造成溶體（lysosome）釋放出各種分解酵素和細胞激素

（cytokines）等物質，而使週遭組織受傷引起發炎反應 [Wyllie, 1980; Eguchi et al.,

1997; Leist et al., 1997]。細胞凋亡（apoptosis; programmed cell death）為細胞在正

常發展上必要的一個生理過程（圖 1-1），主要功效是維持組織生理的平衡與參與免疫防

禦系統，在癌症的預防與治療的過程中，細胞凋亡為重要的因子，主要發生在單一細胞，

通常伴隨細胞皺縮、細胞核濃縮、細胞膜翻轉、核小體連接部位上 DNA 的斷裂

（internucleosomal DNA cleavage）及細胞質芽胞中含有未損壞的胞器，最後細胞分解

成許多具有完整細胞膜的凋亡小體，因為凋亡小體的細胞膜仍完整，所以含有細胞分解

後有毒物質並不會釋放出細胞外，因此周圍的組織可以避免發炎和傷害。[Wyllie, 1980;

Radford, 1986; Wood and Youle, 1994; Fadok et al., 1992; Liu et al., 1996; Nagata,

1997]。但在細胞發生凋亡的而造成細胞形態學改變以前，粒線體即發生某些功能改變

（例如活性氧產生增多與膜電位下降），所以粒線體可能參與了細胞凋亡的啟動和調

節。而已有研究指出粒線體釋放的 cytochrome C 是誘導細胞凋亡的重要信號分子 [Liu

et al., 1996]。Cytochrome C 從粒線體釋放而進入細胞質後，在 dATP 存在的狀況下與

Apaf-1 結合並啟動 Caspase-9，再啟動 Caspase-3 而導致細胞凋亡的發生 [Zou et al.,

1997]。

在細胞形態與組織病理學上比較細胞凋亡與細胞壞死的不同。細胞凋亡經常由接受

器-調節訊號（receptor-regulatory signal）所引發，如：荷爾蒙、細胞激素與生長因子

[Bursch et al., 1994; Chisari, 1995; Hayashi, 1998]。雖然細胞凋亡最初認為是一種正常

細胞生理上的死亡現象，但在病理上也和病毒引起的慢性肝炎與猛爆性肝炎所造成的細

胞死亡有關。藉由細胞凋亡來抗腫瘤，並應用在慢性肝炎與肝癌的治療，已經在動物模

式與臨床治療上被證實 [Kerr, 1965; Kerr et al., 1972]。應用於肝細胞與肝癌細胞上，

細胞凋亡的誘發物質已被研究出來的有醋酸環丙孕酮（cyproterone acetate）[Bursch et
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al., 1984]、二甲基亞硝胺（dimethynitrosamine）[Pritchard and Butler, 1989]、轉化生

長因子（transforming growth factor; TGF）[Lin and Chou, 1992]、環己烯胺

（cycloheximide）[Ledda-Columbano et al, 1992] 及 7H-二苯甲（c,g）亞氨基二亞苯

（7H-Dibenzol[c,g]carbazole; DBC）[O’Brien et al., 2000]。許多研究證實細胞凋亡與

細胞壞死的發生和起始細胞密度與最初藥物處理的濃度有密切相關 [Bonfoco et al.,

1995; Yeung et al., 1999]。肝細胞的死亡與許多肝功能障礙與肝功能退化的發病機制有

關 [Kerr et al., 1972; Kerr et al., 1994; Hayashi, 1998]。

細胞凋亡為一個高度調節且需依賴能量來去除組織多餘或受損的細胞。漿膜為一個

明顯且容易受傷的部位，當功能或是結構改變危及到漿膜的生理機能可以導致細胞死

亡。大量的文獻研究漿膜的改變與許多可能會危及細胞完整性的關鍵變化中，而導致

Ca2+流入有關 [McConkey et al., 1989; Xu et al., 2001]。因此，在 Ca2+調控的過程中，

會發生染色質的核小體上 DNA 的斷裂與細胞核蛋白的片段化 [Santella and Carafoli,

1997]。細胞內的鈣增加時，導致膜的變化也許與一般對於許多種細胞的死亡所接受的

假說有牽連 [Kanduc et al., 2002]。發生在淋巴細胞或是其他細胞（如：肝細胞）所導

致的細胞死亡中，蛋白質的抑制或 RNA 的合成作用為不可或缺的事情。在細胞凋亡過

程中，細胞核與其內的 DNA 是重要的研究領域。並非所有 DNA 結合的複合物皆會誘發

細胞死亡的產生，反而是蛋白質合成的抑制物（例如 cycloheximide）或 RNA 合成抑制

物（例如 actinomycin D）才會誘發大規模的細胞凋亡現象 [Martin et al., 1990]。這些

TRADD、FADD/MORT、RIP、FLICE/MACH 及 TRAFs 基因與 TNF 接受器中 p60 與

p80 結構有關，另外也和 TNF 接受器 superfamily 有關 [Darnay and Aggarwal, 1997;

Heyninck and Beyaert, 2001]。TNF 接受器相關因子和死亡區同系物為兩種不同家族的

蛋白質。前致死基因包含 p53、ced-3/ICE proteases 及 Bax 家族，抗致死基因包括

ced-9/Bcl-2 及腺病毒蛋白質 EIB [Bromme and Holtz, 1996; Trump et al., 1997; Strater

and Moller, 2000]。
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五、DNA 微陣列於中草藥研發上的運用

基因微陣列晶片於 1990 年代發明，利用 cDNA 微陣列可以同時觀察很多基因的表

現或抑制程度，除了用於偵測腫瘤 DNA 測序、基因突變、藥物篩選和遺傳圖譜的研究

外。2000 年代初微陣列技術發展成熟，應用 DNA 微陣列在中草藥的研發，已是新的趨

勢；癌細胞在中藥物的處理下的反應機制，以及哪些癌細胞能夠發生反應，哪些不能，

也都是我們都可以迅速的從微陣列結果中作大範圍基因研究。科學中草藥裡，白芍、石

斛（Herba Dendrobii）、金線蓮、牡丹皮（Moutan Cortex Radicis）、養肝丸（Yan-gan-wan）

及黃連（Coptidis rhizome）的研究，已經被應用在 DNA 微陣列層面（表 1-4），含有數

百個凋亡基因的 DNA 微陣列，被應用在篩選經白芍處理後的 HepG2 細胞所誘發的基因

表現 [Lee et al., 2002]。含有 16 種石斛屬 ITS1-5.8S-ITS2 序列的微陣列晶片，鑑別不

同石斛物種 (Dendrobium species) [Zhang et al., 2003]。應用 9,600 基因的 DNA 微陣

列偵測金線蓮在乳腺癌細胞 MCF-7 的基因表現，並發現金線蓮可以誘發 caspase 8 與

cytochrome c 基因高表現 [Yang et al., 2004]。牡丹皮可以減緩 PC12 細胞經過氧化氫

處理後的傷害，經DNA微陣列偵測後，發現HO與COMT基因具有高表現量 [Rho et al.,

2005]。養肝丸可以治療經 CCl4誘發肝臟病變的小鼠，由 DNA 微陣列分析後，發現養

肝丸可以抑制 CYP4A10 與 CYP4A14 基因在肝臟的表現 [Yang et al., 2005]。應用低

密度的微陣列晶片，偵測以黃連處理的乳癌細胞株 MCF-7 與 MDA-MB-231，分析後發

現增加 IFN-β 與 TNF-α 基因表現樣式 [Kang et al., 2005]。DNA 微陣列晶片在中草藥

功能評估上，可以將體外試驗中經初步篩選具抗癌作用之中草藥萃出物用以處理癌細

胞，再利用晶片檢測癌細胞中基因表現的變化，最後經由基因表現的結果來判讀中草藥

療效的潛能與可能發生效能的轉機。
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貳、材料與方法

一、中草藥水萃出物製備方法

由中藥房購得六種中草藥，分別為霍香（Agastaches rugosa）、紫蘇（Perilla

frutescens）、防風（Saposhnikoviae divaricatae）、七層塔（Salvia Plebeia R. Brown）、

刺五加葉（Acanthopanax Senticosus L.）及石蓮花（Echeveria elegans）。以上述六

種中草藥個別用於萃取。個別秤取中草藥 50 公克浸泡於 1 L MQH2O 中，加熱至 100℃

持續熬煮 1 小時，用抽氣過濾裝置過濾後，分別收集中草藥水萃出物之濾液，再經 5,000

rpm 離心 10 分鐘，取水溶液以冷凍乾燥機將其分別製成中草藥水萃出物粉末，放置保

存於乾燥箱中保存備用。中草藥水萃出物的配製，秤取中草藥粉末 0.1 公克溶解於 10 mL

磷酸緩衝液（phosphate buffered saline; PBS, pH 7.4），經 0.22 m Millipore filter 過

濾後，儲放於-20℃冰箱，使用前預熱至室溫。

二、細胞培養與處理方法

人類肝癌細胞株HepG2（ATCC CRL-10741; FIRDI, Hsinchu, Taiwan），以含有10%

fetal bovine serum（FBS）、2 mM L-glutamine、Earle’s BSS adjusted to contain 1.5 g/L

sodium bicarbonate、0.1 mM non-essential amino acids、1.0 mM sodium pyruvate、

100 units/mL of penicillin 及 100 g/mL of streptomycin 的Minimum Essential

Medium（MEM）細胞培養液（pH 7.4）於37℃含有5% CO2的培養箱中培養。

當細胞生長的密度約80-90%滿時，進行繼代培養，移除細胞液，以5 mL DPBS浸

洗，再以0.5% trypsin–EDTA溶液使細胞游離，以1,000 rpm室溫離心5分鐘後，移除懸

浮液，細胞以MEM細胞培養液重新懸浮，逢機取少量細胞液以 trypan blue 染色，使用
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血球計數器計算細胞數量，再取適量的細胞數至培養皿繼續培養，隔夜培養讓細胞可以

修復及黏貼於培養皿表面，更換MEM細胞陪養液，以進行以下實驗。

三、細胞存活率測試（MTT cytotoxicity assay）

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5 diphenyl tetrazolium bromide（MTT）分析法為一

種簡單且非放射性的快速呈色法 [Mossman, 1983]，主要應用在96-well細胞陪養盤，

其原理主要依靠粒線體中琥珀酸去氫酵素（succinate dehydrogenase）的作用將MTT

的tetrazolium環還原為formazan，反應過程中，水溶性的黃色MTT會轉變為藍紫色的

formazan結晶，MTT形成formazan的結晶僅在存活細胞中進行，且formazan形成量與

細胞存活的數目呈正比，所以常被用來測定細胞的存活率，利用DMSO可以將formazan

結晶溶出，並於550 nm波長下測定吸光值即可分析細胞存活率 [Hansen et. al., 1989]。

以PBS溶解15 mg/mL MTT，再經0.22 m Millipore filter過濾後，儲存於-20℃冰箱備用。

首先將HepG2細胞（1 x 104 cells/well）培養於96-well細胞陪養盤中（100 L MEM

細胞培養液中含有10% FBS）12小時，以100 L/well PBS浸洗細胞後，加入含有中草

藥水萃出物與10% FBS的MEM細胞培養液，放入37℃培養箱處理72小時後，加入10

L/well MTT（lot 66H5033; Sigma, Saint Louis, MO）；於37℃且含有5% 的CO2培養

箱培養4小時後，以PBS浸洗細胞後，加入100 L/well DMSO溶解藍紫色formazan結晶

（加入DMSO後1小時內測定吸光值），於室溫震搖30分鐘後，以免疫酵素分析儀

（Microplate Reader; BIO-RAD Model 3550）讀取波長550 nm下之吸光值。

四、RNA製備

1. RNA萃取：HepG2細胞經過中草藥水萃出物處理後，為了修復其所受的損傷，會有

許多基因開始轉錄、轉譯蛋白質來進行修復，要觀察基因表現可以從細胞的mRNA量來
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判定，要抽取細胞的mRNA首先要把細胞內的total RNA抽取出來。以不同的中草藥水萃

出物處理HepG2細胞72小時後，以5 mL PBS浸洗細胞兩次，每盤細胞加入1 mL

TriSoltion Reagent（Cat No.TS100-plus; Gene Mark, Taipei, Taiwan）把細胞溶解，並

把溶液轉移至1.5 mL離心管，接著加入0.2 mL氯仿並充分混合，靜置室溫5分鐘，以4℃、

12,000 x g離心15分鐘，藉由氯仿與TriSoltion Reagent中的苯酚使溶液中的蛋白質、

DNA與RNA分層（依序為有機層、中間層與水層），將上清液抽取至新的離心管中，並

加入等量體積的異丙醇，靜置室溫10分鐘，以4℃、12,000 x g離心10分鐘，移除上清

液，加入1 mL 75％酒精進行酒精沉降法，以4℃、12,000 x g離心5分鐘，移除上清液，

將沉澱物抽乾後，加入50 L DEPC H2O (diethylpyrocarbonate, RNase-free water)，

保存於-80℃冰箱備用。

2. RNA 電泳膠的製備與電泳：秤取 1 公克的洋菜膠（agarose）粉末，置入含有 72.4 mL

的 MQH2O 與 10 mL 的 10 X MAE（0.4 M MOPS、1 M CH3COONa 及 0.01 M EDTA）

溶液中，混和均勻後，加熱使其完全溶解，待冷卻至約 60℃時，加入 17.6 mL 甲醛混

和均勻後倒入模型中。取 10 μL RNA 樣品加入 10 μL denature buffer（含有 1 μL 10 X

MAE、2μL 甲醛及 7 μL甲醯胺）混和均勻後，置於 65℃乾浴槽 10 分鐘，加入 2 μL loading

buffer（含有 50% glycerol、1 μM EDTA、0.4％ bromophenol blue 及 0.4％ xylene

cyanol），再進行 80V 電泳 1.5 小時（電泳溶液為 1 X MAE）後，將膠體置於 0.02％

ethidium bromide 溶液中染色 5 分鐘，再浸置於 MQH2O 中並輕微搖擺震盪至膠體中多

餘的 ethidum bromide 去除為止，並經膠體置於 UV 燈箱上照相分析。

3. RNA Cleanup：以 RNeasy Mini Protocol for RNA Cleanup kit（cat. No.74104;

Qiagen, Valencia, CA）進行 RNA Cleanup，將 Total RNA 以 DEPC H2O 稀釋體積至

100 μL，加入 350 μL Buffer RLT 與 250 μL 100% ethanol 充分混合，將混合液移至組
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裝好 2 mL collection tube 的 RNeasy mini column 中，以 11,000 rpm 離心 15 秒，移除

下層液，加入 0.5 mL Buffer RPE 潤洗 column 中的 RNeasy silica-gel membrane，以

11,000 rpm 離心 2 分鐘，重複潤洗兩次後，將 column 移至新的 2 mL collection tube

以11,000 rpm離心1分鐘，於column中直接加入30 μL DEPC H2O於RNeasy silica-gel

membrane 上，靜置室溫 30 分鐘後，column 移至新的 1.5 mL 離心管，以 11,000 rpm

離心 2 分鐘，將收集 RNA 儲放於-80℃冰箱備用。

五、cDNA 微陣列分析

主要的實驗流程（圖 2-1）為由經中草藥與 PBS 處理後的 HepG2 細胞中萃取 RNA

後，在進行 RT-PCR 中標的上 Cy3 或 Cy5 螢光物質，再與 cDNA 微陣列作雜合作用，

以 GenePix 掃描器由晶片上擷取資料後，使用 Cluster 3.0 作資料的分析。

1. 晶片前處理：將含有 7,680 個 spots 的人類 cDNA slides（UniversoChip 8K-1;

AsiaBioinnovations Co., Newark, CA）面朝下的放置在含有 1 X SSC 溶液與飽和水蒸

氣的恆溼槽（humid chamber）中約 5-15 分鐘直到晶片上的 spots 飽和，迅速將 slides

放置在加熱板（70~80℃）2-3 秒使水氣蒸發，放入 Stratalinker 中，接著將 slides 上的

cDNA spots 以 65 mJ UV 光照射，slides 放入 slide rack 以 0.2% SDS 溶液慢速震盪

10 分鐘，再置於 2 L ddH2O 上下浸洗 10 次後，放入 95℃ ddH2O 中 2 分鐘，快速將 slides

拿起放入 100% ethanol 慢速震盪 5 分鐘，以 1,000 rpm 離心 5 分鐘，將 slides 快速放

入保存盒中，放入乾燥箱中備用。

2. cDNA 螢光探針製作（以 Cy3 或 Cy5 標的 cDNA targets）：HepG2 細胞經過 PBS 與

不同中草藥水萃出物處理72小時後，抽出 total RNAs，以Cy3標的對照組RNAs（HepG2
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細胞以 PBS 處理），而以 Cy5 標的實驗組 RNAs（HepG2 細胞以不同中草藥處理）。Cy3

與 Cy5（Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ）為螢光標的物，所有的反應

需要在避光的環境下進行。

取 30 g RNA，加入 1 L Oligo-dT（1g/L）以 DEPC H2O 補充體積至 15 L，

混合液放置於 70℃處理 10 分鐘後，迅速放在冰上，再加入 1 L dNTP 混合液（含有

10 mM dATP, 10 mM dCTP,10 mM dGTP 及 8.5 mM dTTP）、6 L 5 X first-strand buffer

（250 mM Tris-HCL: pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2）、3 L 0.1M DTT（0.1 M）、

2 L Superscript II（200 U/L; partNo53030; Invitrogen, Carlsbad, CA）與 3 L 的

Cy3-dUTP 或 Cy 5-dUTP（1 mM） 均勻混合後，放置 42℃作用 3 小時。作用完成後

置於冰上 10 分鐘，加入 15 L 0.1 N NaOH 及 2 mM EDTA 的混合液，並於 65℃作用

30 分鐘後，迅速置於冰上 5 分鐘，再加入 15 L 0.1 N HCl，將標的好的 ss-cDNA

（single-stranded cDNAs）以 PCR purification kit（Qiagen, Hilden, Germany）純化，

步驟包含將標的好的 ss cDNA 緩緩加入 320 L buffer PB 中，再將混合液移至組裝好 2

mL collection tube 的 RNeasy mini column 中，以 13,000 rpm 離心 1 分鐘後，加入 600

L wash buffer PE，以13,000 rpm離心1分鐘，直接加入30 L Buffer EB（10mM Tris-Cl,

pH 8.5）潤洗 column 中的 RNeasy silica-gel membrane，再以 13,000 rpm 離心 1 分

鐘，收集含有標的螢光的 ss cDNA 探針濾液。測量波長 260 nm 下標的好的 ss cDNA

體積，並以波長 550 nm（Cy3）及波長 650 nm（Cy5）下檢測螢光強度。

3. cDNA 微陣列雜合作用：將 30 L 標的螢光的 ss cDNA 探針中，依序加入 6 L 20 X

SSC、0.5 L 10% SDS 及 6 L 含有 20 g Cot1 human DNA（10 g/L, Cat

No.15279-011; Invitrogen）、20 g polyA RNA（10 g /L, No.P9403; Sigma）及 20 g

tRNA（10 g/L; No.15401-011, Gibco-BRL）的混合液。將探針以 100℃加熱 2 分鐘

後，迅速置於冰上，以 13,000 rpm 離心 5 分鐘，小心吸取標的螢光的 ss cDNA 探針於

含有 cDNA 的微陣列玻片上，緩慢小心蓋上 24 mm × 50 mm 蓋玻片（避免氣泡產生），
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放置玻片於可維持濕度的 slide chamber 中，放置 60℃水浴槽 16 小時，進行 cDNA 微

陣列雜合作用。

經過 16 小時的 cDNA 微陣列雜合作用，首先將微陣列玻片快速輕放入裝有 400 mL

60℃的 2 X SSC 與 0.03% SDS 混合液的染缸中，使蓋玻片輕輕滑落，將 slides 以 rack

固定，置入 400 mL 的 2 X SSC 與 0.03% SDS 混合液，以室溫震盪清洗 10 分鐘，400

mL 1 X SSC 溶液震盪清洗 5 分鐘，400 mL 0.2 X SSC 溶液震盪清洗 5 分鐘，400 mL 0.1

X SSC 溶液震盪清洗 5 分鐘後，以 1,000 rpm 離心 5 分鐘去除 slide 上的水分。

4. cDNA微陣列的掃瞄：經過雜合作用的 cDNA微陣列以GenePix 4,000A掃描器（Axon

Instruments Inc., Foster City, CA）掃瞄，使用的激發波長為 635 nm（Cy5）與 532 nm

（Cy3）兩種波段的雷射，經由光電倍增管（photo multiplier tubes; PMT）轉換為高解

析度（10 micron pixel）的影像，調整波長 635 nm 與 532 nm 的光電倍增管的強度（100

to 1,000 V），來平衡 Cy5 與 Cy3 這兩種不同螢光染劑的強度，並對於傳統灰階（tagged

image file format; TIFF）的影像檔限制飽和度，從 cDNA 微陣列上擷取的影像以含有完

整的自動影像處理系統 Axon GenPix Pro-4.0 軟體（Axon Instruments Inc.）分析，可

以作快速的影像分析並將影像轉換成一整批的數據模式，主要的特性包含 spots 的尋找

與定位、估計干擾訊號及縮小資料在操作過程中的失誤，在資料分析中，每一 spot 的

原始訊號會減去背景值，軟體在訊號太弱的數值也會標上‘‘Flag’’，正規化 Cy5 與 Cy3，

並將 Cy5/Cy3 的數值與全部微陣列資料作比較。

5. 群集分析（cluster analysis）：由 Eisen 實驗室（http://www.genome.wi.mit.edu）

開發的 cluster 3.0 程式為一個具有區分性、凝聚性、多重選擇性的群集（clustering）

分析方法，主要應用在分析微陣列中基因的表現。此程式在每一個微陣列實驗中，提供

正規化每一基因的數值，主要是使用晶片上所有基因數值平均值的比值作為正規化的標
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準並過濾資料。由每一實驗組中平均這些數值，並估計同樣基因的數值平均，在特定的

狀況下會有些表現相關的基因具有再現性。全部基因的表現量經過與基準數值比較後，

作有意義的調整，篩選後的比值再利用 log2的轉換來量化基因的表現。平均聯結

（average linkage）的系統叢集分析可以進行組織基因表現的資料。2D Cluster analysis

的方法 [Alon et al., 1999; Lee, 2002] 不只可以組織每一基因間的關連性，作基因間的

重新排列，也可對於每一微陣列間的基因表現數值作分析。基因表現樣式的數值經過由

Eisen 實驗室所提供的 TreeView 軟體（http://www.genome.wi.mit.edu）分析後，可以

把比較不同基因間表現量的相關性以樹狀圖表示。自組圖分析（self-organizing maps;

SOMs）主要是以含有相同資料數的參考向量為主，作一個連續的分割，被分割的部分

在一個預設變數的幾何學結構（geometrical configuration）中，例如二維網格

（two-dimensional grid）。分配基因到被分割的部分，主要是隨機挑選基因，再放入對

於基因表現趨勢最相關的參考向量中。最後，基因由最相似的基於參考來被放置到適合

的分割部分 [Sherlock, 2000; Lee, 2002]。自組圖分析法為數學上 Cluster analysis 的一

種，尤其適合將多方面資料分類，以及辨識具複雜獨特性的資料。逐步叢集分析

（k-means clustering）與自組圖分析方法相似，主要是將參考向量（reference vectors）

分為數個部分，但每一部份並不互相直接影響。使用逐步叢集分析與自組圖分析方法可

以更能組織每一個叢集作系統叢集分析。Cluster 3.0 程式可以執行計算分析使資料具體

化，此軟體著重在樣式的表現高於基因表現的絕對數值。

六、Annexin V-FITC 螢光染色

經由凋亡途徑而走向死亡一途的細胞，因過程中會將細胞膜內帶負價的磷脂質翻轉

於細胞膜外，Annexin V（分子量 35~36 KD）為一種二價鈣離子依賴性磷脂質結合蛋白，

屬於近幾年發現的 annexins 蛋白質家族，含有抗凝血的特質，對於帶負價的磷脂質（例

如 phosphatridylserine）具有高結合力的鍵結，但對於 phosphatidylcholine 與
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sphingomyeline 為低親和性，所以可以用來偵測凋亡的細胞。

Annexin V 經由 FITC 螢光的標定，再以流式細胞儀分析每顆細胞的狀態，可以對

產生細胞凋亡作用的細胞作定量與定義。以 FITC-Annexin V（綠色螢光）與 propidium

iodide（紅色螢光）同時染細胞可以區分出未受損的活細胞（FITC-/PI-）、細胞凋亡早期

細胞（FITC+/PI-）及細胞凋亡晚期或細胞壞死的細胞（FITC+/PI+）。而實驗中使用的

Partec CyFlow（CyFlow® SL, Peak Technology Co. Ltd., Münster, Germany）細胞流

式儀具有 FL1（525nm）、FL2（575nm）與 FL3（630nm），參考使用的螢光標的物 PI

的 excitation wave（342nm, 495nm）與 emisson wave（639nm）；以及 Annexin V

excitation wave（490nm）與 emisson wave（519nm），因此選擇以 FL1 作為 X 軸

（Annexin V），FL3 作為 Y 軸（PI）來作細胞的 gating。

使用 Annexin V 細胞凋亡測試試劑組（Cat No:FC007P; Gene Research Lab. Co.

Ltd., Taipei, Taiwan）來分析中草藥萃出物對於 HepG2 細胞的影響，先將 HepG2 細胞

（3 x 105 /well）培養於 6-well 細胞培養盤中（2 mL MEM 細胞培養液中含有 10% FBS）

12 小時，以 2 mL/well PBS 浸洗細胞後，加入含有中草藥水萃出物與 10% FBS 的 MEM

細胞培養液，放入含 37℃含有 5% CO2培養箱處理 72 小時後，以 0.5 mL 0.5%的

trypsin–EDTA 溶液使細胞游離，再以 1,000 rpm 室溫離心 5 分鐘後，移除懸浮液，細

胞 pellets 藉由冰 HBSS 溶液重新懸浮細胞並清洗兩次，加入 1 X Solution A（1 x 106

cells/mL; annexin V binding buffer），經 200 x g 室溫下離心 5 分鐘，去除懸浮液，加

入 100 L 的 1 X Solution A（1 x 106 cells/0.1mL）重新懸浮細胞後，再加入 2 L 的

Solution B（標定上 FITC 的 annexin V 的抗體）與 5 L 的 Solution C（PI），均勻的混

和後，避光置於室溫 15 分鐘，加入 1 mL 的 Solution E（running buffer），並以 Partec

CyFlow 流式細胞儀分析，並以 Partec FloMax 程式分析 FL1（525 nm）與 FL3（630 nm）

的細胞資料，最後以 WinMDI（Windows Multiple Document Interface for Flow

Cytometry）程式（http://www.cyto.purdue.edu/flowcyt/software/Winmdi.htm）分析 2

維統計圖。
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本論文中實驗的 threshold 判斷是以 Kit 所附的 Solution D（apoptosis inducer）作

為 positive control 來區分 Annexin V+/PI+（late apoptotic or necrotic cells）、Annexin

V-/PI+（damaged cells）、Annexin V+/PI-（apoptotic cells）及 Annexin V-/PI-（live cells）

等四類細胞，調整 threshold 倍數的判別，先以無加藥處理且 unstain 的 HepG2 細胞先

gating SSC 與 FSC 散射光譜圖中的 R 區域，而經 Argon（488 nm）激發後，來作 R

區域中的 PI (FL3/630nm)與 Annexin V (FL1/525nm)的判別，而 FL1 與 FL3 二維圖的

R1 (PI+/Annexin V+)與 R2 (PI-/Annexin V+)區域的劃分，為 HepG2 細胞經 apoptotic

inducer 處理後，以 PI stain 區分 FL3，再以 Annexin V stain 來區分 FL1，最後 gating R1

與 R2 區域。FITC 所標定的 Annexin V 經激發後，呈現綠色螢光，而 PI 為紅色螢光可

標定 DNA（一般用為檢測細胞週期），可與 Annexin V 搭配來區分不同狀態的細胞，作

為後續研究的細胞分類依據。
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參、結果與討論

一、細胞存活率測試

使用紫蘇、霍香、防風、刺五加葉、石蓮花及七層塔等六種中草藥的水萃出物處理

人類肝癌細胞 HepG2，來測試抑制細胞增生作用的效果影響。經過以濃度分別為 0、25、

50、100、200、400 及 800 g/mL 的中草藥水萃出物處理 HepG2 細胞 72 小時，同時

以 PBS 處理的細胞為對照組，再使用 MTT 測定 HepG2 細胞的存活率。圖 3-1 所示為

六種不同中草藥水萃出物的不同濃度處理，抑制 HepG2 細胞增生的結果。在濃度為 100

g/mL 處理下，抑制 HepG2 細胞生長的效率分別為霍香 39.0 ± 2.5％、紫蘇 51.4 ± 1.9

％、防風 30.3 ± 2.4％、石蓮花 28.9 ± 2.0％、刺五加葉 31.2 ± 1.8％及七層塔 7.86 ± 1.2

％；在濃度為 400 g/mL 下，抑制 HepG2 細胞生長的效率依序分別為霍香 57.3 ± 2.3

％、紫蘇 78.5 ± 1.8％、防風 51.3 ± 2.2％、石蓮花 50.4 ± 2.1％、刺五加葉 50.2 ± 2.0

％及七層塔 19.8 ± 1.3％。在六種中草藥水萃出物中，七層塔對於 HepG2 細胞生長抑

制的效果比其他五種中草藥低，所以取紫蘇、霍香、防風、刺五加葉及石蓮花的抑制細

胞生長 50%的濃度依序約為 100、300、400、400 及 400 g/mL 進行 cDNA 微陣列分

析。在篩選抗癌中草藥的效應評估上，包含以下三項：（1）提升個體免疫力以殺死癌細

胞或抑制癌細胞，提升個體免疫力的指標應為激活 B 細胞或 T 細胞增生或分化的能力

[Chen et al., 1995]；（2）抑制癌細胞生長 [Yoo, 2002]；（3）令癌細胞發生細胞凋亡作

用 [Bonfoco et al., 1995; Yeung et al., 1999]。近幾年來，中草藥對於抑制肝癌細胞生

長的研究，漸漸受到重視，白芍對於抑制 HepG2 與 Hep3B 細胞生長的 IC50分別約為

4.6 與 4.4 mg/mL [Lee et al., 2002]；粉防己鹼抑制 HepG2 細胞生長的 IC50約為 9 M

[Yoo et al., 2002]，皆用於探討中草藥誘使肝癌細胞產生 DNA 片段化的情況，此外探究

基因的表現，除了使用傳統的 PCR 技術之外，也可以利用接下來所使用的 cDNA 微陣

列分析，並在短時間內同時檢測成千上萬個基因的表現。
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二、微陣列分析

1. 微陣列影像

微陣列技術的發展可以同時偵測上千個或上萬個基因的表現，人類 UniversoChip

8K-1 的 cDNA 基因晶片（AsiaBioinnovations Co., Newark, CA）含有 7,680 個基因或

EST 序列，用來分析 HepG2 細胞經由中草藥水萃出物處理後的基因表現圖譜（gene

expression profile）。以紫蘇、霍香、防風、刺五加葉，石蓮花及 PBS（對照組）處理

HepG2 細胞 72 小時，抽取細胞 total mRNAs，經 RT-PCR 標的上螢光 Cy3（對照組 total

RNAs）或 Cy5（實驗組 total RNAs），在 cDNA 基因晶片上進行競爭性雜合作用後，以

自動影像處理系統 Axon GenPix Pro-4.0 軟體掃瞄，擷取 cDNA 基因晶片上 7,680 個

spots 的 Cy3 與 Cy5 表現的數值，約 50%個基因被篩選出來作為 Cluster 程式分析，探

討以不同中草藥處理肝癌細胞 72 小時後的基因表現樣式。篩選的條件主要先扣除 spots

的螢光亮度小於晶片背景值與飽和點（Cy3 與 Cy5 的數值超過儀器所能測量的範圍），

並刪除晶片上有污損的 spots，自動影像處理系統 Axon GenPix Pro-4.0 軟體會在有不

同污損的情況下，圈選適當 spot 的圓形範圍，當影像訊號高時，訊號範圍圈選，可以

讓影像的擷取正確性提高（圖 3-2D），但是當有影像出現污損或背景值高的狀況出現時

（圖 3-2E），分析軟體會圈選出訊號低 spots 的位置，且會把污損或具有雜質干擾的

spots 也作訊號擷取，而造成結果誤差的產生，在本研究中，為了避免此狀況產生，所

以會先把這些區域所涵蓋的 spots 刪除，並留下訊號強度大於 Cy3（532 nm）與 Cy5

（635 nm）螢光背景值加 2 倍標準差（% > B532+2SD 或 % > B635+2SD）的 spots。

圖 3-2A-C 為 cDNA 微陣列分析五種中草藥處理 HepG2 細胞中，紫蘇、霍香與刺五加

葉處理後基因表現的影像結果，圖 3-2B 中，基因晶片影像的右下角具有雜質亮點造成

區域的污染為 cDNA 微陣列實驗過程中的會發生的問題之一 [Martinez et al., 2003]，再

進行篩選與正規化的處理前，會刪除此區域所涵蓋 spots 的 Cy3 與 Cy5 數值。在五種

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   



25

不同中草藥水萃出物處理的晶片影像中，發現微陣列矩陣中（圖 3-2F-H）具有晶片本

身所產生的誤差，因為不同的處理下，影像的結果卻幾近相同，分析前也刪除此區域的

spots。飽和點或是經灰塵所造成的污染、樣品的污染及片基本身的不均勻性，而使掃

描出的影像存在較大的雜質亮點或部分區域的污染，會避免放入微陣列分析中，因為由

影像分析所擷取出的資料需要以前處理的方式來扣除訊號較弱的 spots，再經正規化來

移除許多掃瞄系統上可能帶來的誤差，才繼續做後續的 Cluster analysis [Leung and

Cavalieri, 2003]。

2. 微陣列正規化

微陣列分析正規化是平衡兩種標定螢光物質的螢光強度，主要目標是移除實驗時所

產生的誤差 [Martinez et al., 2003]。為了降低錯誤機率，並且有效率的完成與合理的說

明大量基因數值，所以對每一個基因作 Cy3 與 Cy5 數值的過濾篩選與正規化處理。使

用雙色螢光標記的微陣列實驗中，激發能量、激發效率以及為微陣列背景值皆為影響實

驗結果的原因，因此不會直接計算圖像間擷取的影像結果，因此會將結果資料進行正規

化處理再做後續的統計分析，以總值標準化法（公式一）取得標準化係數，再以雙色螢

光訊號比例值（公式二）來代表基因表現的層次，資料經 Cluster 3.0 Manual 以 log2的

轉換後，高表現和低表現的基因數值可以在同一基準點上作比較 [Quackenbush,

2002]，原始比例為 1 以下的數值，取 log2後為負值，原始比例 1 以上的數值，在取 log2

後為正值（在 Java TreeView 軟體所繪製的樹狀圖中，負值以綠色表示，正值以紅色表

示）。由紫蘇、霍香、防風、刺五加葉及石蓮花水萃出物處理 HepG2 細胞的 cDNA 微陣

列影像結果所擷取的 Cy3 與 Cy5 數值，晶片上 7,680 個 spots 經過過濾篩選後，平均

4,000 個基因做正規化的過程，為每一個基因 Cy3 與 Cy5 數值個別經過 log 轉換後，再

放入 Cluster 3.0 程式分析。
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3. 標準常態分佈分析

常態分佈（normal distribution）又稱高斯分佈（Gaussian distribution）在數據分

析上較容易處理，且圖形為鐘形曲線（bell-shaped curve）再加上對稱性，很適合當做

母體之機率模式。由中央極限定理（central limit theorem）可知常態分佈可當做實驗族

群的近似分佈。分佈是變項中所有數值出現次數的分佈情形，以橫軸為變項數值，縱軸

為出現頻率的座標圖呈現，而標準常態分佈是以平均值為中心，標準差為座標軸所繪之

常態分佈圖，可表示整體數值的分佈狀況。經過五種中草藥水萃出物處理的微陣列數

值，比較經正規化處理後，再以標準化運算基因間 Cy5/Cy3 比值的標準常態分佈數值

（例如平均值為 0，變數為 1）結果於圖 3-3，在常態分佈計算時（公式三）以 μ 為 0

而 σ 為 1 時的圖形，在 SAS 分析結果所舉列的數值中，偏態係數（skewness）表示資

料分佈是否對稱。越偏向常態分佈（分佈圖形會比較對稱）則數值越趨近 0；峰值係數

（kurtosis）表示分佈圖整體分佈呈現狀況，越偏向常態分佈（分佈圖形會比較高狹）

則數值也亦趨近於 0，不同中草藥處理的偏態係數經 SAS（strategic applications

system）程式分析結果為紫蘇 0.52、霍香 4.79、防風 7.67、刺五加葉 3.81 及石蓮花

0.06，峰值係數為紫蘇 0.06、霍香 59.15、防風 123.93、刺五加葉 48.39 及石蓮花 0.08

（表 3-1）。當偏態係數的殘差（residuals）接近零或等於零時，由線性模式中可得到最

小的偏態係數 [Durbin and Rocke, 2003]，主要意指在線性模式的分析下，當偏態係數

的殘差越接近零時，偏態係數也越小，而整體數值的分佈趨勢也越符合常態分佈，而殘

差在統計學上的定義為觀察值與預測值的差，因此殘差數值越大時表示誤差越大，而線

性模式的分析中，定義為應變數與自變數間具有線性的關係。五種中草藥處理 72 小時

後，基因表現樣式標準化後，結果偏態係數皆大於零，基因表現樣式族群的分配偏向右

側，而峰值係數皆為正，基因表現樣式族群的分配在常態分佈的鐘形曲線為偏高且窄，

霍香、防風與刺五加葉處理後的基因表現族群相較於紫蘇與石蓮花處理的基因表現樣式

集中，由常態分佈的結果可知，在霍香、防風及刺五加葉處理的微陣列分析中，比起紫

蘇或石蓮花處理的微陣列分析，更具有相似的分佈圖。數 値 間 相 關性 的 分 析 與 基 因 的 表
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現有關 [Covell et al., 2003]，分析的結果可以反映出整個基因族群調控的分佈趨勢。

4. 相關係數與 ANOVA 分析

使用 SAS 程式檢測資料點的分佈是否集中或分散，對於不同中草藥處理後，基因

表現樣式的數值分佈情況，以 spearman 相關係數來分析五種不同中草藥處理後基因表

現變化的相關性（表 3-2），列出不同中草藥處理結果間的相關係數，因此可以做兩兩微

陣列結果間相關性的探討，以 SAS 程式進行 sperman 相關係數分析，分析結果以棋盤

式方格來表示兩兩中草藥間的相關性，相關係為正的表示兩種中草藥對於處理 HepG2

細胞所造成的基因調節趨勢雷同（一同增加或一同減少的趨勢），相關係數越高兩者間

的趨勢越相近。其中霍香與紫蘇處理後，誘發的基因表現樣式的相關係數為 0.72，刺五

加葉與紫蘇處理後，基因表現樣式的相關係數為 0.71，而霍香與刺五加葉處理後，基因

表現樣式的相關係數更高達 0.80，具有高度正相關。再應用 SAS 程式中的單因子變異

數分析（the analysis of variance; ANOVA）來分析中草藥處理後基因表現樣式間的差

異，結果 Pr（> F）值 < 0.001，指出五種不同中草藥的處理對於基因表現樣式變化的

影響極顯著不完全相同（***）（此單因子變異數分析是以 SAS 跑出的結果來寫，並無列

表，此檢定方法所跑出的結果，可以看出五種不同中草藥的處理顯著不完全相同），以

SAS 程式檢測資料集中或分散的方法探討主要為前文所提到的常態分佈圖的分析，而最

後以 ANOVA 進行單因子變異數分析，主要是探討不同中草藥處理間，引發基因表現的

趨勢是否可以歸類為一組，處理均值差異比較的方法很多，利用 SAS 程式檢測並綜合

前面所列的數值分佈結果，以圖 3-3 的常態分佈圖、偏態係數及峰值係數的結果來說明

資料點的分佈。以 Tukey 公正顯著差異法（Tukey’s honest significant difference;

HSD）、鄧氏新多變測驗法（Duncan’s new multiple range test; MRT）與最小顯著差異

值（least significant difference test; LSD）檢測不同中草藥處理後的基因表現樣式間的

差異性比較（表 3-3），三種分析方式分別歸納個別五組數據間的相關性，Tukey 分群的

結果指出，紫蘇與刺五加葉處理後的基因表現樣式為一群，刺五加葉與霍香處理後產生
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的基因表現樣式為一群；而鄧氏測驗法與最小顯著差異值測試的結果皆指出刺五加葉與

霍香為一群。五種中草藥中，霍香與刺五加葉所誘發 HepG2 細胞產生的基因表現樣式

趨勢相似。ANOVA 的結果比較相關係數分析的結果，刺五加葉與霍香；刺五加葉與紫

蘇，皆具有高度正相關，且被分為一群。為了探討不同基因以及不同中草藥處理之間的

關連性，除了以 SAS 程式中的 ANOVA 與相關係數分析外，還有對於基因表現樣式的

分析方法是以逐步叢集分析方法 [Koggalage and Halgamuge, 2004] 與自組圖分析

[Tamayo et al., 1999; Covell et al., 2003; Garrigues et al., 2005] 來探討基因彼此之間

表現的相關性，逐步叢集分析法是把基因表現樣式的數值作一個分類，獨立的數值間並

無階層（hierarchy）上的關係；自組圖分析方法是將數值投入一個預設變數的幾何學結

構，數值間具有關連性，此兩種方法皆屬於把相似的基因表現作 clustering 與視覺化

（visualization）。

5. 逐步叢集分析

微陣列的分析方法中的叢集分析是直接比較樣本中各指標間的差異，把相同性質的

歸為一類，差異較大的歸為另外一類。逐步叢集分析方法為給定分群的參數後，每一個

數值視為獨立無相關連性的個體，將資料投入分群 [Tavazoie et al.,1999]，分析五種中

草藥水萃出物處理 HepG2 細胞後，cDNA 微陣列上每一個基因表現樣式強度的叢集結

果，以 Java TreeView 軟體顯示樹狀圖於圖 3-4。每一種中草藥水萃出物處理後，約有

7,000 個或以上的的基因表現樣式被偵測到，經過多重的篩選分析及正規化處理後的基

因，以平均 4,000 個基因經 log 的轉換後，作逐步叢集分析，分為 20 群叢集。每一個

基因的表現量以綠色表示 Cy5/Cy3 的比值為負，而紅色表示 Cy5/Cy3 的比值為正。每

一個叢集中的基因平均樣式以 Y 軸表示，而 X 軸為不同的中草藥水萃出物處理。圖示

中的 A 至 E 分別為以紫蘇、霍香、防風、刺五加葉及石蓮花處理 72 小時。為了要觀察

五種中草藥處理後，基因表現的趨勢，每一個基因的表現量經由基因叢集的方式中的逐

步叢集分析方法來尋找最佳叢集的分類。分析結果可以顯示基因族群的分布，計算數值
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間矩陣（matrix）的距離。由叢集 1 至 20 中，每一個叢集中的基因數目依序為 169、

455、72、271、165、15、16、117、174、417、119、540、249、213、289、9、172、

35、303 及 200。比較叢集 1 至 20 中，叢集 3、5、6、7 及 16 具有相似的平均基因表

現樣式，尤其是在刺五加葉與防風處理後的平均基因表現比值比起其他三種中草藥水萃

出物的處理來的高。叢集 11、14 與 20 的基因表現趨勢相近，五種中草藥處理中，以防

風處理的 HepG2 細胞的平均基因表現樣式最高。在叢集 4、12 及 18 中，刺五加葉水

萃出物處理後的基因表現相近，且比其他四種中草藥所誘發的平均基因表現樣式低，而

防風處理後的平均基因表現樣式高於其餘中草藥水萃出物的處理。

6. 自組圖分析

自組圖分析法與逐步叢集分析法相似，皆為叢集分析方法的一種，自組圖分析法由

Teuvo Kohonen在 1980年提出，早期應用在基因組的分析 [Chu et al.,1998; Tamayo et

al., 1999]，自組圖分析主要是在二維的空間中，決定 X 與 Y 的參數值，在將要分析的

基因引入並分群。分析五種不同中草藥對於基因表現樣式間的影響，投入經篩選、過濾

及正規化後平均約 4,000 個的基因做自組圖分析（4×5 SOM），分為 20 個叢集，結果

以 Java TreeView 軟體畫出分佈的樹狀圖（圖 3-5）。每一個叢集的基因數量（相關係數）

依序為 230（0.6）、137（0.6）、57（0.8）、49（0.6）、140（0.3）、943（0.5）、578

（0.4）、186（0.6）、197（0.5）、206（0.3）、247（0.3）、158（0.6）、174（0.6）、

184（0.4）、73（0.3）、72（0.6）、68（0.6）、139（0.5）、37（0.8）及 125（0.3）。

為了簡易的表示分類叢集中，基因表現樣式的變化，將每一個叢集中的基因平均樣式以

Y 軸表示；而 X 軸表示不同的中草藥水萃出物處理，圖中的 A 至 E 分別為以五種不同

中草藥處理 HepG2 細胞 72 小時。每一個基因表現樣式的變化經由自組圖叢集分類的方

式來獲得最佳叢集的分類。比較分類叢集 1 至 20 中，叢集 1、2、3、4、8、12、13、

16、17 及 19 達到高度正相關（相關係數 0.6 以上），其中叢集 3 與叢集 19 相關係數為

0.8 以上，其他的叢集雖然未達 0.6 以上，但仍具有中度正相關（0.3 以上）。分類在同
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一叢集的基因，具有相似的平均基因表現樣式，比較以逐步叢集分析與自組圖分析間的

差異，逐步分析法為獨立變數間的分析，依照所給的群數做分類，計算變數與變數間的

距離，將最適合分類在同一叢集的變數歸為一類；而自組圖分析是以變數間的相關係數

做一分類的依據，雖然由 Java TreeView 軟體所顯示樹狀圖中，無明顯的分類標記，但

叢集與叢集間的相關係數可以由程式中點選得知。不同基因表現樣式間的變化差異，經

由樹狀圖來表示每個基因間的相關性。

7. 基因表現

中草藥物對於肝癌細胞的處理，不論是抑制生長或誘發細胞凋亡作用皆為複雜的細

胞生理作用，由多條生理生化途徑交叉串連構成 [Fadok et al., 1992; Liu et al., 1996;

Nagata, 1997]，透過少數幾個基因表現儘管可說明中草藥抗癌效應可能產生的途徑，但

微陣列的分析同時提供上萬個基因的偵測，更可以推測細胞生理途徑中，上下游基因的

表現機制。在許多基因的功能性種類中，基因表現樣式常被探討，對於細胞凋亡、細胞

增生、細胞壞死及細胞死亡相關的基因經過 Cluster 3.0 程式的分析後，作基因表現樣

式的討論。表 3-4 為與細胞凋亡作用相關的基因表現樣式，經過叢集分析後，基因表現

樣式的 Cy5/Cy3 數值列於表中，主要分為三個基因群，第一群基因群為具有低表現量

（Cy5/Cy3 < 0.5；綠色表示）的細胞凋亡作用相關的基因，含有 UBE2M、CFLAR、

PLINP-1、UBE2I、PSMA6 及 RELA 等基因。第二群基因為具有高表現（Cy5/Cy3 > 2.0；

紅色表示）的細胞凋亡作用相關基因，含有 BID、MLC-B、FASTK、PSMB6、PSMB8、

PSMB1 及 E2F4 等基因。第三群基因為與細胞凋亡途徑相關的基因，包含 BAK1、

BCL2、BCL2L2、BIK、BNIP3L、CASP3、CASP8、CASP9、CFLAR、FADD 及 FAIM2

等基因。使用五種中草藥分別處理後，在細胞凋亡作用相關基因中具有低表現量的RELA

為 NF-κB p65 subunit，而 PSMA6 為 proteasome subunit-α-type-6。B 型肝炎病毒基

因轉殖小鼠（HBx transgenic mice；p21-HBx）的腫瘤細胞經 2-DE 分析後， PSMA6、

PSMB4、PSMC2 與 PSMD12 具有高表現量 [Cui et al., 2006]。NF-κB 為啟動促進腫
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瘤及腫瘤血管成長之蛋白質表達的一種轉錄因子，也可阻礙細胞凋亡作用，造成癌細胞

不滅的延續，HepG2 經 interferon-α（IFNα）或酒精處理後，會使 NF-κB 活化，藉由

TNFα 或 NF-κB 和 IFNα 的結合物可以讓 IκBα 快速分解，IFNα 可以增加 HepG2 細胞

對於 TNFα 活化的靈敏度，並增加單核球炎症性的細胞激素，尤其是 IL-2 的產生 [Szabo

et al., 2001]，癌細胞中會大量表現 NF-κB 而刺激生長，而 IκBα 在癌細胞中為低表現量

（與正常肝細胞比較），p50（NF-κB1）與 p65（RelA）為 NF-κB 的 subunit，肝癌細

胞 SMMC7721 中轉殖入突變的 IκBα（mIκBα）質體，可以抑制 NF-κB 活性與癌細胞的

生長 [Wang et al., 2003]。在豬隻血管中注射 Doxorubicin 後 24 小時，HSP72（heat

shock protein 72）在肝臟中大量表現，但 NF-κB p65 並無明顯的表現，於 stop-flow 化

學治療結束，30 分鐘時，NF-κB p65 的濃度為最高點，然後在 6 小時內，緩慢的下降 [Lu

et al., 2005]。經紫蘇與刺五加葉分別處理後，具有高表現的 FASTK 為 FAST kinase，

在 Fas 途徑的細胞凋亡作用，FASTK 會被快速的活化，當 FASTK 被快速的去磷酸化時，

會伴隨 TIA1（細胞核中 RNA 的結合蛋白質，含有細胞凋亡作用的 effector）的磷酸化，

而 TIA1 的磷酸化反應會在 DNA 發生片段化之前產生，所以被當作傳遞細胞凋亡訊息給

下游基因的角色 [Tian et al., 1995]。應用含有 588 個基因的 cDNA 微陣列偵測結腸腺

窩腺腫瘤基因表現，與細胞凋亡作用相關的基因 FASTK 與 p53 為低表現量，細胞增生

相關基因 p21-rac1（ras-oncogene 相關基因）與 MAPK p38α 為具有高表現量的基因

[Lechner et al., 2003]。在逐步叢集分析中，大多與細胞凋亡途徑相關的基因分類於叢

集 2 與叢集 10 中。大部分歸類於這兩個叢集的基因表現樣式低，但在其他分類的叢集

中，如叢集 14 也可以發現表現量高的基因；而在自組圖分析中，跟細胞凋亡途徑相關

的基因大多分類於叢集 7 及 6，也是屬於基因表現樣式低的族群，但在叢集 11 中，也

具有跟細胞凋亡途徑相關，但表現量高的基因。不同中草藥水萃出物處理後，所引發的

基因表現機能具有不同的基因表現樣式的變化。

表 3-5 為與細胞增生相關的基因表現樣式，具有低表現量基因的為 LMO4、

PRDM4、PTHLH、PBEF、ANK2、ANK3、DLG5、LGALS2、SIPA1、SST、PA26
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及 PTCH。高表現的基因有 CTBP1、GRN、SCGN、TFDP1、FLJ22169、TPD52L2

及 DRIM。表現量不變的基因有 LRP5。分別以紫蘇與霍香處理後，在細胞增生相關基

因中具高表現量的 GRN 為 granulin，生長因子 granulin-epithelin precursor（GEP）在

肝癌細胞中，為高表現的基因，在 RNA 與蛋白質層面上，比起正常肝細胞皆具有高度

的表現，在 Hep3B 細胞中，也證實 GEP 蛋白質濃度降低會使細胞增生效率減少

[Cheung et al., 2004]。使用五種中草藥分別處理 HepG2 後，具有低表現量的 DLG5 為

discs-large（Drosophila）homolog 5，與人類同源的果蠅 dlg 腫瘤抑制基因又稱為

P-dlg，除了腦之外，在胎盤與許多種腺細胞中會表現，P-dlg 蛋白質存在於細胞膜與細

胞質中，在正常前列腺組織的上皮腺細胞中表現，但不會在前列腺癌細胞中表現

[Nakamura et al., 1998]。hDlg5 為 MAGUKs（membrane-associated guanylate kinase

homologs）家族成員之一，在乳癌細胞 MCF-7 中為主要黃體激素的目標基因，使用合

成的黃體激素 MPA（medroxyprogesterone acetate）處理 MCF-7、T47D 與 ZR-75-I

細胞後，hDlg5 mRNA 快速且明顯的增加 [Purmonen et al., 2002]。胰臟導管腺癌

（pancreatic ductal adenocarcinoma；PDAC）中 DLG5 具有高表現量，降低內源性的

DLG5 可以有效的抑制 PDAC 細胞的生長 [Taniuchi et al., 2005]。細胞增生有關的基因

在逐步叢集分析中多分類於叢集 2、9、10、12 及 17；比較在自組圖分析中所分類的叢

集，與細胞增生相關的基因表現樣式，具有低表現的基因大多於叢集 7，而具高表現量

的基因大多分類於叢集 11 與 20，其他與細胞增生相關的基因也大部分在叢集 7 與 6 中。

藥物大都會藉由肝臟的代謝而轉變為較親水性，然後再由腎臟或膽汁排出體外。許

多 致癌 物 需要 代 謝 酶啟 動 後 ，才能與細胞的大分子起反應，因 此 這 些 代 謝 酶的 基 因 多 態

性和變異對癌症有重要的影響。基 因 的 多 態 性 存 在 於 許 多 代 謝 酶中 ，肝臟代謝Ⅰ期中扮

演重要角色的 Cytochrome P450 基因（例如 CYP1A1、CYP1A2、CYP2D6 及 CYP2E1）

[Yu et al., 1995]。Cytochrome P450-2E1（CYP2E1）是 Cytochrome P450 家族中的

主要成員，主要表現於肝臟。CYP2E1 可以被乙醇誘導活化，參與小分子物質（例如亞

硝胺、乙醇、苯及 CCl4）的代謝作用。CYP2E1 基 因 或 是 酶活 性 的 改 變 ，會影響對身
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體的毒性和致癌性 [Maezawa et al., 1994]。Cytochrome P450 superfamily 相關的基因

表現樣式列於表 3-6，經五種不同中草藥水萃出物處理後，基因表現樣式低的有 CYP2C9

與 CYP2J2。表現量高的基因有 CYP27A1、CYP1A1 及 CYP2S1。表現量不變的有

CYP2C8。經過紫蘇、霍香或刺五加葉水萃出物處理後，基因表現樣式低的有

CYP11B1、CYP2A6 及 CYP4B1。在紫蘇、霍香、防風與刺五加葉處理後，具有低表

現量的 CYP2C9 為 cytochrome P450-family 2-subfamily C-polypeptide 9，研究指出在

肝癌細胞中，Cytochrome P450 基因表現的活性很低，常伴隨少量的肝臟轉錄因子

（C/EBPα 最為常見），在 HepG2 細胞中植入帶有 Zn-inducible metallothionein

promoter 的 C/EBPα vector，使 C/EBPα 基因功能啟動，伴隨 CYP2 家族（CYP2B6,

CYP2C9, CYP2D6）mRNA 增加，因此推論轉錄因子可以控制在肝臟中 CYP 基因的表

現 [Jover et al., 1998]。早期在 HepG2 細胞上使用 RT-PCR 的技術，研究經藥物處理

後 CYP3A mRNA 的表現，更進一步的研究，有利用 RT-competitive PCR 探討經

rifampicin（RFP）處理的 HepG2 細胞，可以誘發 CYP3A4，CYP2C9，CYP2E1 與

CYP1A2 的表現，經過長時間的處理（120 小時），CYP3A4 與 CYP2C9 基因具有高表

現 [Sumida et al., 2000]。經過防風、霍香與刺五加葉處理後，具有高表現量的 CYP1A1

為 cytochrome P450-family 1-subfamily A-polypeptide 1，在 HepG2 細胞的研究上，有

經多環芳香族 B[a]P-7,8-dihydrodiol 處理後，所誘發的細胞凋亡作用，和刺激

hydrocarbon（Ah）接受器活性與誘發 CYP1A1 基因表現有關 [Chen et al., 2003]。經

tocotrienols（vitamin E 的主要成分之一，已被證實可以抑制小鼠的肝癌與肺癌）中的

δ-tocotrienols 處理的人類肝癌細胞株 HepG2，可以抑制生長，並使 CYP1A1 基因具有

高表現 [Wada et al., 2005]。近來更有利用 cDNA 微陣列（具有 600 個與毒物學方面相

關的基因）分析經多環芳香族處理後，並以 32P 標定探針，經影像與數據分析，具有高

表現量的 CYP1A1、CYP1A2 與 CYP2D6 為高度相關的基因 [Staal et al., 2006]。在基

因逐步叢集分析結果中，基因大多分類於叢集 8、10 及 15 中；自組圖分析的結果，大

部分的 Cytochrome P450 基因屬於叢集 1、6 及 7。許多中草藥已被用來作抗癌研究，

粉防己鹼可抑制 HepG2 細胞生長，並誘發產生細胞凋亡的作用 [Yoo et al., 2002]。補
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中益氣湯可以抑制肝癌細胞的生長，使細胞週期停滯於 G0/G1 期（抑制 DNA 合成）並

誘發細胞凋亡作用 [Kao et al., 2001]。綠茶含有天然化合物黃烷醇（flavanol），主要的

多酚成分 epigallocatechin-3-gallate（EGCG）可以預防酒精誘發的肝臟傷害，並對抗

因 CYP2E1-dependent 產生的氧化傷害以及抑制人類 CYP2E1 基因在 HepG2 細胞中

過度表現 [Jimenez-Lpoez and Cederbaum, 2004]。白芍水萃出物可抑制 HepG2 細胞

生長，誘發細胞凋亡作用主要是以 p53 的途徑發生，其中 BNIP3 具有高的基因表現樣

式，而 ZK1、RAD23 及 HSPD1 基因表現低 [Lee et al., 2002]。霍香含有黃酮類成分，

可以抑制由 TNF-K 所誘發的 VCAM-1 基因表現 [Hong et al., 2001]。使用五種不同中

草藥對於 HepG2 細胞的處理，所誘發的細胞凋亡、細胞增生及影響肝臟代謝的

Cytochrome P450 基因表現的變化不盡相同，但中草藥所含的有效的抗癌物質值得被進

一步研究。

三、細胞凋亡分析：Annexin V-FITC 螢光染色

細胞毒性分析常用來測量細胞的死亡與分析細胞的表現，可以偵測在細胞表型發生

改變前，早期的細胞毒性訊號。此外在同一家族或是分類的特殊基因也具有不同調節功

能，例如細胞壞死、細胞增生與細胞死亡相關的基因表現。壞死的細胞會產生細胞質空

泡形成、細胞核膨脹及細胞漿磨與細胞核破裂。比照凋亡的細胞，具有細胞皺縮、染色

質聚集成團與細胞核內 DNA 片段化。中草藥應用於抑制癌細胞生長與誘發細胞凋亡作

用是兩種不同的機制，因為中草藥所含的有效成分眾多，每一種有效成分對於抗癌所走

的途徑也不一樣，對於基因表現的調控也錯綜複雜，一般民間服用中草藥強調藥性溫

和，但相對作用的時間也長 [Lee et al., 2002; Shan and Li, 2002; Yoo et al., 2002]。

將經過中草藥處理的細胞以 Annexin V-FITC 與 PI 作螢光染色，藉由流式細胞儀分

析後，結果以 WinMDI 程式圖示。在細胞進行凋亡作用時，大規模的凋亡細胞足以與原

始細胞群分開，圖 3-6 中，SSCXFSC 圖主要是由細胞的型態與大小來觀察其變化，而
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圖右側的二維統計圖是顯示帶有 Annexin V 與 PI 螢光訊號的細胞族群。將 HepG2 肝癌

細胞經 PBS 或不同濃度的中草藥處理 72 小時後，經流式細胞儀分析結果來計算 R1

（PI+AnnexinV+）與 R2（PI-AnnexinV+）的百分比。經中草藥處理後，R2 區域的百

分比明顯比 control 組多（圖 3-7），除了正常細胞生理代謝所造成的死亡外，處理藥物

的細胞有一部分也誘發生理途徑改經由凋亡作用而瓦解，經過長時間具有抗癌功效的中

草藥水萃出物處理後，可誘發 HepG2 細胞產生細胞凋亡，本研究中發現，細胞分佈的

群落在 FL1 與 FL3 圖中，有偏向左上角的趨勢，且經處理的細胞分佈較 control 組的細

胞分散，而在血癌 K562/ADM 細胞 [Kong X. et al., 2006] 、HL-60 細胞 [Kluza J. et al.,

2002] 與卵巢癌細胞 [Coley HM. et al., 2006] 也有此現象。中草藥常對癌細胞做長時

間的處理，白毛藤（Solanum lyratum Thumb）用於人類肝癌細胞 BEL-7404 的處理為

72 小時，誘使細胞凋亡作用 [Shan and Li, 2002]。

細胞凋亡為一種較溫和的細胞死亡途徑，也是控制著細胞去除的機制，所造成的細

胞死亡是個別地，對於去除前腫瘤細胞（Preneoplastic cells）和腫瘤細胞（Neoplastic

cells）是重要的調節者。以不同濃度的中草藥水萃出物進行 HepG2 細胞處理，偵測細

胞凋亡的狀況，以流式細胞儀區分凋亡細胞的族群，並以 WinMDI 軟體分析凋亡細胞所

佔的百分比。圖 3-7 為以流式細胞儀分析細胞分佈的結果，依照細胞間狀態的不同，分

別計算 R1（P+/A+）與 R2（P-/A+）區域的細胞百分比，R1 的結果為 control 組 13.2 

0.3%、紫蘇 R1 為 14.3 3.0%、霍香 16.3 1.5%、防風 12.7 0.9%、刺五加葉 18.3

0.5%及石蓮花 14.0 0.5%；R2 的結果為 control 組 5.0 1.4%、紫蘇 10.9 1.3%、

霍香 6.5 0.4%、防風 21.4 0.9%、刺五加葉 15.8 0.8%及石蓮花 9.3 0.3%。在

control 組中，可以看出細胞經 72 小時長時間的處理後，本身的代謝作用會所造成部分

細胞的老化死亡，在所使用的五種中草藥中，刺五加葉處理的結果除了 R1 區域明顯增

加外，R2 也明顯高過 control 組，而防風處理 HepG2 細胞的效果，R2 超過 20%，為

五種中草藥水萃出物中 R2 區域數值最高的，此與 cDNA 微陣列分析結果，防風在細胞

凋亡相關基因中具有高表現量的趨勢一致（表 3-4）有明顯的抗癌效果。
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啟動癌細胞凋亡作用機轉，這種藉由調控抗癌細胞基因表現以殺死癌細胞的策略，

似乎是開發抗癌中草藥較可行的途徑之一。以中草藥處理後，R2 區域的群落比 control

組有明顯增加，以紫蘇、防風與刺五加葉處理的結果更達 control 組的兩倍以上。白芍

水萃出物被證實可抑制 HepG2 與 Hep3B 細胞株生長，主要是以 p53 的途徑發生誘發

的肝細胞產生凋亡作用 [Lee et al., 2002]。刺五加葉可增加肺癌病人血液中 TNF-α 的

活性，來抵抗癌細胞 [Huang et al., 2005]。粉防己鹼可抑制 HepG2 細胞生長，誘發產

生細胞凋亡的作用 [Yoo et al., 2002]。柴胡中的 KY88 成分對人類肝癌細胞株 HB8064

具有抑制增殖與誘發產生凋亡作用 [Cheng et al., 2003; Hsu et al., 2004]。紫蘇可降低

受到 aflatoxin B1 或 ochratoxin A 處理 HepG2 細胞後的傷害 [Osakabe et al., 2002;

Renzulli et al., 2004; Osakabe et al., 2004]。銀杏也可抑制乳癌細胞、神經膠質瘤及肝

癌細胞株的增殖 [DeFeudis et al., 2003; Pretner et al., 2006]。靈芝含有的 triterpene

可抑制人類肝癌細胞株 Huh-7 的生長 [Lin et al., 2003]。補中益氣湯可抑制肝癌後期病

人癌細胞的蔓延，利用細胞週期與 DNA 片段分析，可使癌細胞週期停滯於 G0/G1 期來

抑制肝癌細胞的生長，並抑制 DNA 合成與誘發細胞凋亡作用 [Kao et al., 2001]。在肝

癌研究上，已經廣泛的利用中草藥萃出物來處理肝癌細胞，除了可篩選與評估抗癌中草

藥的效應外，還可更進一步利用 DNA 微陣列分析來檢測與探討基因層面的變化。
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肆、結 論

中草藥的水萃出物對於細胞增生的影響也許與細胞凋亡的機制有關，從中草藥分離

所得到的有效抗癌成份，抗癌與抗腫瘤的機制主要為細胞毒活性（直接殺傷癌細胞或抑

制癌細胞生長，而達到抗癌的功效） [Hong et al., 2001; Yoo et al., 2002] 與免疫機制

反應（提高身體的免疫反應，而達到抗癌作用）[Yi et al., 2001]。中藥可以直接殺傷癌

細胞，調節身體免疫反應，抑制肝癌細胞增生，誘導肝癌細胞進行凋亡作用，抑制肝癌

所產生的癌前病變等作用機制，達到防治肝癌的目的 [Kao et al., 2001]。因中草藥藥性

溫和較無毒性的特質，本研究主要應用是將具有抗癌效果的中草藥水萃出物處理肝癌細

胞株 HepG2 細胞後，經過 cDNA 微陣列分析後，找出與抗癌機制相關的基因表現結果，

再經過細胞凋亡螢光染色的試驗後，看不同中草藥對於細胞凋亡途徑的影響。細胞毒性

的測試結果表明中草藥水萃出物確有殺傷肝癌細胞的作用；並抑制 HepG2 細胞生長，

紫蘇、霍香、防風、刺五加葉及石蓮花水萃出物在濃度為 100 g/mL，抑制肝癌細胞生

長的百分比可以達到 30％以上，在濃度為 400 g/mL，抑制生長的效果更可以達到 50

％以上，此結果表明此五種中藥水萃出物具有抑制肝癌細胞生長的作用。

肝細胞癌變的演化過程中涉及大量的癌基因突變、缺失、擴增及抑癌基因失活等異

常表達資訊，利用 cDNA 微陣列高效、快速的檢測方法闡明肝癌的發病機制及其早期診

治具有重要價值，使用含有 7,680 個基因及 EST 序列的基因晶片來作經中草藥水萃出

物處理 72 小時後 cDNA 微陣列分析，經過系統叢集分析方法可以組織基因並產生樹狀

圖，來表示具有相似的基因表現樣式 [Chu et al, 1998]。經過基因表現樣式的正規化與

標準常態分佈後的結果，霍香、防風及刺五加葉的處理，具有相近的常態分佈，但紫蘇

與石蓮花處理後，偏態係數與峰值係數皆小於 1，基因表現的狀況更貼近常態分佈，

[Durbin and Rocke, 2003]。系統叢集分析可以將紫蘇、霍香、防風、刺五加葉及石蓮

花水萃出物處理後，基因的表現情況作一個具組織性整合，畫出可以代表所有基因之間
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關連性的樹狀圖，結果可以看出霍香、刺五加葉及紫蘇處理具有相似的基因表現趨勢，

而在常態分佈分析結果中，經過刺五加葉及霍香處理後的基因表現樣式族群分佈相近

（偏態係數：刺五加葉 3.81 與霍香 4.79；峰值係數：刺五加葉 48.39 與霍香 59.15），

另檢測不同中草藥處理後的基因表現樣式差異性，Tukey 公正顯著差異法分群結果將紫

蘇與刺五加葉處理後的基因表現樣式歸類為一群，刺五加葉與霍香處理後產生的基因表

現樣式分類為一群，鄧氏新多變域測驗法指出刺五加葉與霍香歸一群，最小顯著差異值

分析法也將刺五加葉與霍香為一群；在防風的處理下，基因的表現與其他四種中草藥水

萃出物處理相較下，具有較高表現量，在常態分佈的分析結果中，偏態係數（7.67）與

峰值係數（123.93）為五種中草藥中最高的。以常態分佈分析、單因子變異數分析與系

統叢集分析法的結果，皆可以檢測出不同中草藥處理的基因表現趨勢是否具有相似性。

逐步叢集分析法為依照給定的群數作獨立變數間的叢集分類，而自組圖分析可以將相似

的基因表現樣式依基因間的相關性被分為同一類 [Tamayo et al, 1999]。在此研究中，

逐步叢集分析被用來組織經過中草藥水萃出物處理 72 小時後每一個基因表現樣式所產

生的龐大資料，並比較不同基因間的表現量，逐步叢集分析之後，將基因分為 20 個叢

集，在具有相似平均基因表現的叢集 3、5、6、7 及 16 中，刺五加葉與防風處理的平

均基因表現較高。另外叢集 11、14 及 20 的基因表現也具有相似趨勢，五種中草藥處理

中，以防風具有較高平均基因表現樣式，此與系統叢集分析方法所畫出的樹狀圖分佈

中，基因表現樣式的趨勢具有相同的結果。在自組圖分析中，所分類的 20 個叢集具有

中度以上（>0.3）的正相關，叢集 11、12 及 13 具有相似的平均基因表現，刺五加葉處

理後的平均基因表現較高，叢集 14 與 15 中，石蓮花處理的平均基因表現樣式較高。基

因的表現樣式主要探討細胞凋亡、細胞增生及 Cytochrome P450 superfamily 相關的基

因，經過逐步叢集分析後，大多的基因座落於叢集 2、8、10 及 12；但經自組圖分析後，

細胞凋亡途徑相關的基因大部分被分於叢集 6 與 7 中。不同的中草藥水萃出物，所含有

的有效抗癌物質不同，所引發的基因表現趨勢也不同，但是在抗癌目的，除了殺死癌細

胞，或抑制癌細胞生長外，主要的還是希望對人體所造成的負面影響能夠降至最低，溫

和且危害性低的自然生理途徑為細胞凋亡作用，在生物體生長與死亡的發展中，調節細

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   



39

胞族群的細胞數目來維持平衡，為細胞群在體內平衡的重要機制，也是除去因為感染或

是潛在的腫瘤細胞的一個重要的過程，細胞凋亡為細胞死亡的其中一種途徑，藉由本質

上或非本質上的刺激來激發一個內生性的細胞自殺的過程。所以在本研究中，最後透過

Annexin V-FITC 與 PI 作螢光染色，探討中草藥水萃出物對於誘發 HepG2 細胞的凋亡

作用，結果指出經過 72 小時後的處理後，在 PI-AnnexinV+（R2）結果中，防風及刺五

加葉在誘發細胞凋亡的產生上，可達 control 組的三倍以上，尤其是防風的處理，可以

達到 control 組的四倍以上，在細胞群落的變化討論上，在同樣的 gating 條件下，所做

相對數值的探討，經統計後以防風以及刺五加葉處理的結果較偏向致使 HepG2 細胞走

向細胞凋亡的途徑，此結果再對照論文中表 3-4 的結果，可支持 cDNA 微陣列分析的結

果。

綜合上面的結果我們可以推測紫蘇、霍香、防風、刺五加葉及石蓮花水萃出物，對

於 HepG2 細胞具有抑制其生長的作用，經由 cDNA 微陣列分析後，與細胞凋亡、細胞

增生及 Cytochrome P450 superfamily 相關的基因上，表現量高的基因 FASTK、GRN

及 CYP1A1。低表現量的基因 PSMA6、RELA、DLG5 及 CYP2C9。這些經由中草藥

處理 HepG2 細胞所造成的基因表現樣式變化都值得我們去探討，不同中草藥水萃出物

所引發的細胞生理途徑，因為含有的成分不同，所走的途徑或許相似，但是最終的目的

皆為抗癌。這些基因在中草藥水萃出物對抗癌的效應中，佔有重要的地位，值得我們再

進一步的探討與研究。   
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Figure 1-1. Pathway of apoptosis.

圖 1-1、細胞凋亡的途徑。細胞凋亡的過程可分為兩種，第一種為通過腫瘤壞死因子
（Tumor necrosis factor; TNF）受體家族的受體與配體結合，在 Fas 死亡蛋白

（Fas-associated death domain protein）的協助下，受體不斷的在細胞質中收集

Procaspase 8，引發 Caspase 3, 6 和 7 作用，進而引起細胞程序性的死亡；另外一個

途徑為 DNA 損傷激發腫瘤抑制基因後，接著刺激 Bcl-2 家族中於細胞凋亡前起作用的

成員（例如 Bax 或 Bad）的表現，導致粒線體內外膜間的物質釋放（例如 cytochrome C、
Sman/DIABLO），Cytochrome C 與細胞質中的 APAF-1 以及 procaspase 9 共同組成凋

亡體（即為 caspase 9 的活化形式），接著引發 Caspase 3, 6 和 7 作用，並進行細胞凋

亡作用，最後細胞慢慢地縮小，由巨噬細胞吞噬 [Jacobson et al., 2002]。
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Figure 2-1. Flow chart of cDNA microarray analysis.

圖 2-1、cDNA 微陣列分析流程圖。經過不同中草藥水萃出物處理 HepG2 細胞 72 小時
後，萃取的 mRNA 以 RT-PCR 標定上 Cy3-dUTP（PBS 處理 HepG2 細胞）或 Cy5-dUTP
（中草藥水萃出物處理 HepG2 細胞），標定好的 cDNA 探針在含有 7,680 個 spots 的

cDNA 微陣列晶片上進行 16 小時的競爭性雜合作用，清洗作用完成的 cDNA 微陣列後，

再以 GenePix 4000A 掃描器擷取晶片上的影像（左下角），由得到的微陣列影像（含有

32 個 15×16 的矩陣）分別取得每一 spot 的 Cy3 數值、Cy3 背景值、Cy5 數值及 Cy5
背景值，經過篩選過濾與標準化的步驟後，經過對數轉換，並以 Cluster 3.0 程式分析

基因表現樣式。
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Figure 3-1. MTT cytotoxicity assay about the effect of herbal extracts on HepG2 cell
growth.

圖 3-1、中草藥水萃出物處理 HepG2 的細胞存活率分析。以不同濃度的霍香、紫蘇、
防風、石蓮花、刺五加葉及七層塔水萃出物處理 HepG2 細胞後，作為細胞存活率的分

析。HepG2 細胞（3 x 104/well）以濃度為 0、25、50、100、200、400 及 800 g/mL
的紫蘇、霍香、防風、刺五加葉、石蓮花及七層塔水萃出物於 96-well 細胞培養盤中處

理 72 小時，並以 PBS 處理細胞為對照組，Y 軸為抑制 HepG2 細胞生長的百分率，X
軸為不同中草藥水萃出物的濃度。使用六種中草藥水萃出物，當中草藥水萃出物濃度為

100 g/mL 時，抑制細胞生長的百分比為霍香 39.0 ± 2.5％、紫蘇 51.4 ± 1.9％、防風
30.3 ± 2.4％、石蓮花 28.9 ± 2.0％、刺五加葉 31.2 ± 1.8％及七層塔 7.9 ± 1.2％，在濃

度為 400 g/mL 時，抑制細胞生長的百分比為霍香 57.3 ± 2.3％、紫蘇 78.5 ± 1.8％、
防風 51.3 ± 2.2％、石蓮花 50.4 ± 2.1％、刺五加葉 50.2 ± 2.0％及七層塔 19.8 ± 1.3％

（平均值 標準偏差）。取紫蘇、霍香、防風、刺五加葉與石蓮花，在 IC50 的濃度下，
進行 HepG2 的 cDNA 微陣列分析。

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   



59

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   



60

Figure 3-2. Images in cDNA microarray images have shown after GenePix
fluorescent scanning.

圖 3-2、經 GenePix 螢光掃瞄機擷取 cDNA 微陣列的影像。HepG2 細胞以不同濃度的

紫蘇（100 g/mL）、霍香（300g/mL）、防風（400 g/mL）、刺五加葉（400 g/mL）、
石蓮花（400 g/mL）及 PBS（對照組）分別處理 72 小時後，抽取細胞中的 Total mRNA，
經過 RT-PCR 分別標定上螢光 Cy5-dUTP（實驗組）與 Cy3-dUTP（對照組），於含有

7,680 個 spot 的 cDNA 微陣列晶片上進行競爭性雜合作用，以 GenePix 4.0 螢光掃瞄機

擷取微陣列的影像，並換算微陣列上每一個 spot 所擷取出來的數值，彙整為基因表現

樣式的資料庫，擷取的資料中，刪除數值小於背景值的 spot 與飽和點，留下平均約 4,000
個基因表現樣式的 Cy5/Cy3 比值做之後的分析。圖中所示為分別經過紫蘇（A）、霍香

（B）及刺五加葉（C）處理後的 HepG2 細胞 total mRNA 經過 cDNA 微陣列晶片分析
影像。在微陣列分析的過程中，污損的 spot 為常發生的問題之一，霍香處理的微陣列

影像中所框出區塊，為經競爭性雜合作用後，在晶片上產生的污損區塊，（E）為放大的
影像，在晶片資料分析中，會刪除涵蓋在此區塊的 spot 數值，紫蘇處理的微陣列影像

中，藍色區塊為含有飽和點的矩陣，在（D）為放大的影像中，除了飽和點之外，其他
spot 的影像清晰且形狀完整，可以經影像擷取與篩選後，進行 cDNA 微陣列資料分析。

在分析微陣列影像的過程中也發現，晶片本身的問題，三片晶片所框出綠色區域（分別

由 F 紫蘇、G 霍香與 H 刺五加葉處理的結果）基因表現樣式的結果相同，可由分析過

程中去除此區塊的 spot，並減少實驗誤差。
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Figure 3-3. Standard normal distribution graphs of microarray Cy5/Cy3 ratio by
different herbal extracts treatment.

圖 3-3、不同中草藥處理的微陣列 Cy5/Cy3 比值之標準常態分佈。分別經過紫蘇 100

g/mL、霍香 300 g/mL、防風 400 g/mL、刺五加葉 400 g/mL 及石蓮花 400 g/mL
處理 72 小時的微陣列數值，比較經正規化處理後，比較基因間 Cy5/Cy3 比值的標準常

態分佈數值。經 SAS（strategic applications system）程式分析後，不同中草藥處理的

偏態係數依序為紫蘇 0.52、霍香 4.79、防風 7.67、刺五加葉 3.81 及石蓮花 0.06，峰值

係數依序為 0.06、59.15、123.93、48.39 及 0.08（表 3-1）。不同基因表現樣式經標準
化後，偏態係數皆大於零，標準常態分佈的結果為基因表現樣式族群的分配偏向右側，
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而峰值係數皆為正，基因表現樣式族群的分配在常態分佈中的鍾形曲線為偏高且窄，在

五種不同中草藥處理的結果中，霍香、防風與刺五加葉處理後的標準常態分佈數值顯

示，這三種中草藥處理比紫蘇與石蓮花處理後的基因表現族群集中，由常態分佈的結果

可知，在霍香、防風及刺五加葉處理的微陣列分析中，比起紫蘇或石蓮花處理的微陣列

分析，更具有相似的標準常態分佈圖。
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Figure 3-4. K-mean clustering results of gene expression pattern with different herbal
extracts treatment.

圖 3-4、不同中草藥處理對於基因表現樣式之逐步叢集分析結果。分析 HepG2 細胞經
五種不同中草藥水萃出物處理後，約 7,000 個以上基因表現樣式經多重篩選、過濾與標

準化後，平均約 4,000 個基因經對數轉換後，以 Cluster 3.0 程式作逐步叢集分析，可

以顯示出基因表現的變化量，主要分為 20 群叢集，並以 Java TreeView 軟體顯示分析

結果（樹狀圖）。圖中的基因表現樣式以綠色表示 Cy5/Cy3 的比值為負，而紅色表示

Cy5/Cy3 的比值為正，左圖中 A-E 分別為紫蘇 100 g/mL、霍香 300 g/mL、防風 400
g/mL、刺五加葉 400 g/mL 及石蓮花 400 g/mL 處理 72 小時。圖示是每一個叢集中
的基因平均樣式以 Y 軸表示，而 X 軸為不同的中草藥水萃出物處理。叢集 1-20 中基因

數目依序為 169、455、72、271、165、15、16、117、174、417、119、540、249、
213、289、9、172、35、303 及 200。
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圖3-5（續）

1

2
3

5
4

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15
16
17
18
19
20

SOM
clustering No.

3.00
2.00
1.00
0.00

－1.00
－2.00
－3.00

石
蓮
花

防
風

紫
蘇

刺
五
加
葉

霍
香

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   



66

圖3-5

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

Cluster 6 (943 genes)

Cluster 7 (578 genes)

Cluster 8 (186 genes)

Cluster 10 (206 genes)

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

Cluster 11 (247 genes)

Cluster 12 (158 genes)

Cluster 13 (174 genes)

Cluster 14 (184 genes)

Cluster 15 (73 genes)

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

Cluster 1 (230 genes)

Cluster 2 (137 genes)

Cluster 3 (57 genes)

Cluster 4 (49 genes)

Cluster 5 (140 genes)

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

A B C D E

Cluster 16 (72 genes)

Cluster 17 (68 genes)

Cluster 18 (139 genes)

Cluster 19 (37 genes)

Cluster 20 (125 genes)

Cluster 9 (197 genes)
    

    
    

    
    

 

    
    

    
   



67

Figure 3-5. SOM clustering results of gene expression pattern were inducing by five
herbal extracts treatment.

圖 3-5、五種中草藥處理所誘發基因表現樣式之自組圖分析結果。分析紫蘇、霍香、防
風、刺五加葉與石蓮花處理 HepG2 細胞 72 小時後，對於不同基因表現樣式間的影響，

7,680 個 spots 經篩選、過濾及標準化後，以平均約 4,000 個的基因做自組圖分析（4×5
SOM），以基因間的相關性主要分為 20 個叢集，自組圖分析的結果以 Java TreeView
軟體畫出分佈的樹狀圖，於圖所列為叢集 1-20（皆大於相關係數 0.3，中度正相關）。

1-20 叢集內的所屬基因數量（相關係數）依序分別為 230（0.6）、137（0.6）、57（0.8）、
49（0.6）、140（0.3）、943（0.5）、578（0.4）、186（0.6）、197（0.5）、206（0.3）、
247（0.3）、158（0.6）、174（0.6）、184（0.4）、73（0.3）、72（0.6）、68（0.6）、
139（0.5）、37（0.8）及 125（0.3）。探討每一叢集中基因表現樣式的變化，並將每一

個叢集中的基因平均樣式以 Y 軸表示；而 X 軸上 A-E 分別為以紫蘇、霍香、防風、刺

五加葉及石蓮花處理 HepG2 細胞 72 小時後，基因表現樣式的平均數值。
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Figure 3-6. The flow cytometry analysis results of the different herbal extracts
treatment in HepG2 cells for 72 h.

圖 3-6、不同中草藥處理 HepG2 細胞 72 小時後的流式細胞儀分析結果。HepG2 細胞
（2 x 105/well）置於 6 well 細胞培養盤，經 PBS（control 組）或不同濃度的中草藥處

理 72 小時後，以流式細胞儀分析細胞族群，以二維統計圖表示結果，依序為 control

組（A）、紫蘇 100 g/mL（B）、霍香 300 g/mL（C）、防風 400 g/mL（D）、刺五加

葉 400 g/mL（E）及石蓮花 400 g/mL（F），分別估計 R1（PI+/AnnexinV+）與 R2
（PI-/AnnexinV+）來計算細胞族群分佈的百分比。在不同中草藥處理後，R2 區域顯著

的比 control 組多。
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Figure 3-7. The flow cytometry results of PI-AnnexinV+ and PI+AnnexinV+
populations in herbal extracts treatment.

圖 3-7、以流式細胞儀分析中草藥水萃出物處理後 PI-AnnexinV+與 PI+AnnexinV+族群
的結果。HepG2 細胞（2 x 105/well）培養於 6-well 細胞培養盤中，經過 PBS 及紫蘇、

霍香、防風、刺五加葉與石蓮花處理 72 小時後，以 PI 與 AnnexinV 標記，再使用流式

細胞儀分析細胞的族群，擷取 R1（PI+AnnexinV+）與 R2（PI-AnnexinV+）區域分別

計算細胞數目，並使用 WinMDI 軟體估計細胞所佔的百分比。運算之結果以直方統計圖

來比較不同中草藥處理後對於 HepG2 細胞所產生的影響。經處理 72 小時後，R2 的結

果為對照組 5.0 1.4%（R1 為 13.2 0.3）、紫蘇 10.9 1.3%（R1 為 14.3 3.0）、霍

香 6.5 0.4%（R1 為 16.3 1.5）、防風 21.4 0.9%（R1 為 12.7 0.9）、刺五加葉

15.8 0.8%（R1 為 18.3 0.5）及石蓮花 9.3 0.3%（R1 為 14.0 0.5）。
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Table 1-1. Analysis motheds of cDNA microarray.

表 1-1、微陣列晶片的分析方法。

分析方法 原理 優點 缺點

系統叢集分析

（Hierarchical
Clustering）

將資料點放入有嚴格等級的子

集中，最接近的資料點分為一

群，並用一個新點（兩點的平

均值）來代替，其他點以同樣

的處理，直到最後成為一個點。

適合用於具有層

級性的資料結構。

不適用於分析相

似基因表現的複

雜資料。

逐步叢集分析

（k-mean
clustering）

輸入 K 值將資料群隨機分為 K
個叢集，接著計算每個叢集的

平均值，並隨機選擇一個資料

點，將此資料點加入平均值與

該點數值最接近的叢集，並重

新計算叢集的平均值，計算至

沒有資料改變叢集時，達到叢

集內的變異最小，叢集間的變

異最大。

可以分類相似基

因。

視資料為獨立個

體，資料之間並無

關連性。

自組圖分析

（Self

Organizing
Maps）

為另一種形式的逐步分析，但

保存相鄰叢集間的關係。

易於觀察與理

解，精確度由於其

他叢集分析方法。

當高維空間轉變

成低維時，只能保

留與高維相鄰叢

集相關的某些成

分。

主成分分析

（Principal

Component
Analysis）

將 M 個變量進行線性組合，得

到 M 個互相獨立且沒有缺失的

新變量（綜合變量）。

可分析資料變化

較大的點及變化

的範圍，簡化資

料。

簡化資料維度的

過程中（即降低變

數個數），會喪失

少部分資訊。

（參考文獻：Tamayo et. al., 1999., Yeung and Ruzzo, 2001)
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Table 1-2. Development and study in scientific herbs.

表 1-2、科學中草藥的研究發展。

年代 應用層面 研究摘要

1950~1970 由中草藥中分離單
一成分。

最早應用中草藥的研究報告為 1951 年

Taylor 等人應用 Cooperia pedunculata
Herb。

1974年Melo等人最早應用中草藥的單一成

分於癌症，將 Primin（Miconia sp.植物中萃

取）, Plumbagin（Plumbago scandens 中

萃取）與 Maytenin（Maytenus sp.中萃取）

應用皮膚癌上。1976 年 Kuroda 等人使用薺
菜萃出物用於抑制 Ehrlich 腫瘤的生長。

1971~1990 由萃取的單一成分

應用在抗腫瘤與抗
癌研究。

進入八 0 年代，中草藥的研究仍以抗癌抗腫

瘤為主，列如：1981 年 Kuroda 與 Akao 從

Capsella bursa-pastoris herb 中萃取出反
丁烯二酸用來抑制 Ehrlich 腫瘤的生長。

1991～2000 應用中草藥誘導腫

瘤或癌細胞產生細
胞凋亡作用。

由 Yang 等人在 1996 年提出由 Rhizoma
Zedoariae 中草藥中萃取出的 Elemene，可

以抑制 HL-60 的增殖，並誘發 HL-60 細胞
產生細胞凋亡作用。

2001～ 應用 DNA 微陣列偵

測經中草藥處理後
所誘發的基因表現。

2002 年 Lee 等使用白芍處理人類肝癌細胞

株 HepG2 與 Hep3B，發現具有抑制癌細胞

生長並應用含有 384 個與細胞凋亡相關基
因的微陣列分析基因表現。
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Table 1-3. Anticancer studies in using herbs.

表 1-3、應用中草藥的抗癌研究。

中草藥名 活性成分與研究成果

冬蟲夏草

（Cordyceps

sinensis Sacc.）

冬蟲夏草水萃出物可以刺激 T 淋巴細胞增生，與桃仁並用治療肝

炎後肝硬化，增加淋巴細胞轉換率及自然殺手細胞功能 [Yoshida
et al., 1989]。可清除氧自由基、抗衰老、抗動脈粥狀化，用來治

療心臟病、肝炎、免疫系統與神經系統 [Zhu et al., 1998]。

白芍

（Paeoniae Radix）

白芍水萃出物可抑制 HepG2 與 Hep3B 細胞株的生長，並誘發肝

癌細胞產生凋亡作用，主要是以 p53 途徑發生，經過 cDNA 微陣

列分析與 RT-PCR 的實驗證實，可能是改變了 BNIP3、ZK1、
RAD23 及 HSPD1 基因表現 [Lee et al., 2002]。

防風
（Saposhnikovia

divaricata）

防風中的歐前胡素（imperatorin）與 1— 甲基苯乙妥因（deltoin）
可抑制 NO 的產生 [Wang et al., 1999]。

金線蓮
（Anoectochilus

formosanus）

由金線蓮中萃取的 plumbagin 可以誘發乳腺癌細胞 MCF-7 中

caspase 8與cytochrome c基因的高表現，達到抗癌的效果 [Yang
et al., 2004]。

刺五加葉
（Acanthopanax

senticosus）

刺五加可以抑制 TNF-α 所產生肥大細胞依賴性的發炎反應 [Yi et
al., 2001]。注射刺五加的肺癌病人持續 21 天，增加血液中自然殺

手細胞與 TNF 的活性對抗癌細胞 [Huang et al., 2005]。由刺五加

分離出來的 30 kDa GF-AS（glycoprotein）可降低經酒精處理後

所造成的肝毒傷害，也 增 加 抗 氧 化 酶的 活 性 [Choi et al., 2006]。

洛神花

（Hibiscus

sabdariffa）

洛神花分離的 Hibiscus protocatechuic acid 可抑制小鼠的皮膚腫

瘤，並具有抗氧化作用。並以降低 retinoblastoma 的磷酸化反應

與抑制 Bcl-2 的表現，來抑制人類 HL-60 細胞的生長，並產生細

胞凋亡 [Tseng et al., 1998; Tseng et al., 2000]。洛神花多酚類萃

出物可以使人類胃癌細胞經由 p53 與 p38 MAPK/FasL cascade
途徑，進行細胞凋亡作用 [Lin et al., 2005]。花青素

（anthocyanins）為洛神花的成分之一，可以使人類 HL-60 細胞

經 p38-FasL 及 Bid 途徑產生細胞凋亡作用，主要是增加 p38 磷酸

化作用，使 c-Jun 與 cytochrome c 釋放，並使 tBid、Fas 及 FasL
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基因表現 [Chang et al., 2005]。Delphinidin 3-sambubioside 為洛

神花青素的一種，可以抑制人類 HL-60 細胞生長，活化

caspase-3、-8 及-9，cytochrome c 由粒線體釋放至細胞質中，使

HL-60 產生細胞凋亡作用 [Hou et al., 2005]。

紅豆杉

（Taxus mairei）

由紅豆杉中分離的 taxumairol A 可以抑制人類腫瘤細胞株

KB-16、A-549 及 HT-29 的生長。而 taxumairols U (1)與
taxumairols V (2)可以抑制人類肝腫瘤細胞的生長 [Shen et al.,
1996; Shen et al., 2001]。

粉防己

（Stephania

tetrandra S. moore）

粉防己鹼可以抑制小鼠的腹水腫瘤，誘發人類白血病 U937 細胞

的凋亡，並可以抑制 HeLa 細胞的分化與人類肝癌細胞株 HepG2
細胞的生長，進而誘發產生細胞凋亡的作用 [Kuroda et al., 1976;
Teh et al., 1991; Lai et al., 1998; Yoo et al., 2002]。

茯苓

（Poria cocos）

茯苓可以活化多醣體抑制小鼠的腫瘤 [Kanayama et al., 1986]。
Pachymic acid、3-O-acetyl-16 alpha-hydroxytrametenolic acid
與 poricoic acid B 是由茯苓分離出的成分，可以抑制免疫反應與

皮膚腫瘤 [Kaminaga et al., 1996]。由茯苓水萃出物純化的

beta-glucan PCM3-II 可以抑制人類乳癌細胞株 MCF-7 的增殖並

誘發產生細胞凋亡作用，主要是經由耗盡 Bcl-2 蛋白質，使 MCF-7
細胞中的 Bax/Bcl-2 比值提高，達到抗癌的效果 [Zhang et al.,
2006]。

柴胡

（Radix bupleuri）

柴胡可以讓帶有 Ehrlich 腫瘤的小鼠 TNF 活性增強 [Haranaka et
al., 1985]。由柴胡萃取出的 RBIaii 可以有效的抑制小鼠的肉瘤，

活化巨噬細胞與自然殺手細胞，達到抗腫瘤的效果 [Kok et al.,
1995]。Bupleurum scorzonerifolium（AE-BS）由柴胡丙酮萃出

物所分離的成分可以抑制人類肺癌細胞株 A549 的增殖，並誘導癌

細胞產生細胞凋亡作用。柴胡所含的皂素（saponin）也可以誘導

肺癌細胞株 A549 進行 Fas 途徑細胞凋亡 [Cheng et al., 2003;
Hsu et al., 2004]。由柴胡甲醇萃出物分離的 KY88 可以抑制肝癌

細胞株（HB8064）生長，並誘發產生細胞凋亡作用，主要是活化

interleukin-4 與 TNF-α 達到抗癌的成效 [Chow et al., 2004]。
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銀杏

（Ginkgo biloba）

由所含的三百多種化學成分中，確立出主要的活性成分為類黃酮

與 terpenes [Le Bars and Kastelan, 2000]。銀杏可以誘發

cytochrome p450 isozymes 與 transporter P-glycoprotein 的活性

[Sparreboom et al., 2004]。所含的黃酮類與 terpenoid 成分可以

抗氧化及清除自由基能力，也可抑制乳癌細胞的增殖 [DeFeudis
et al., 2003]。而另外含有的 flavonol glycosides 與 terpene
lactones 成分，也可以降低冠狀動脈疾病所造成的自由基傷害，

對心血管系統具調節作用 [Dubey et al., 2004]。銀杏可以降低

PBR（peripheral-type benzodiazepine receptor；與細胞增生有

關）mRNA 濃度，並抑制乳癌細胞、神經膠質瘤及肝癌細胞株的

增殖 [Pretner et al., 2006]。

紫蘇

（Perilla frutescens）

由紫蘇甲醇萃出物中分離 Nelignans 可以抑制鼠科 mocrophage
細胞株 RAW 264.7 中 TNF-α 的表現與 NO 的合成 [Ryu et al.,
2002]。紫蘇水萃出物以及所含的 luteolinu 可以抑制 TNF-α 的表

現與免疫反應，也可抑制由 7,12-dimethylbenz [a]anthracene
（DMBA）與 12-tetradecanoylphorbol 13-acetate（TPA）處理小

鼠後，所導致的皮膚腫瘤 [Ueda et al., 2002; Ueda et al., 2003]。
Rosmarinic acid 為紫蘇所含主要的多酚類，在 D-GalN 導致過敏

的小鼠中，可以降低因受到內毒素（脂多醣體：LPS）處理後所

造成的肝臟傷害；也可降低受到 aflatoxin B1 或 ochratoxin A 處理

HepG2 細胞後所導致的傷害，並減少過氧化物的產生，減少 DNA
片段化的產生，抑制 caspase-3 的活化。另外在由 DMBA 或 TPA
所導致的皮膚癌小鼠上，也證實可以經由抑制表皮發炎所產生的

免疫反應與清除過氧化基來達到抗癌的效果 [Osakabe et al.,
2002; Renzulli et al., 2004; Osakabe et al., 2004]。紫蘇的酒精萃

出物中分離 triterpene acids，可以抑制 TPA 誘發的免疫反應，抗

發炎與抗腫瘤的功效 [Banno et al., 2004]。

黃耆

（Astragali radix）

黃耆中含有 juzentaihoto，可以抗腫瘤 [Aburada et al., 1983]。黃

耆萃出物可以抑制小鼠膀胱癌細胞生長，產生細胞激素與毒殺癌

細胞的作用 [Kurashige et al., 1999]。黃耆水萃出物可以抑制人類

胃癌細胞株 AGS 與 KATO III 的生長，但未誘發胃癌細胞產生細

胞凋亡作用 [Lin et al., 2003]。

霍香

（Agastache

由霍香中所萃取出的 agastaquinone 對於人類癌細胞株（A549、
SK-OV-3、 SK-MEL-2、 XF498 及 HCT15）具有抑制生長的效

果 [Lee et al., 1995]。霍香中的黃酮類與椴寧可以抑制由 TNF-K
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rugosa） 所誘發的 VCAM-1 基因表現 [Hong et al., 2001]。

靈芝

（Ganoderma

lucidum）

靈芝含有的 triterpene 可以抑制人類肝癌細胞株 Huh-7 的生長，

主要降低調節細胞生長的蛋白質 kinase C，並活化 JNK 與 p38
MAP kinases [Lin et al., 2003]。靈芝可以抑制 urokinase-type
plasminogen activator（uPA）與 uPAR 的接受器，進而抑制 NF-κB
與 AP-1，在乳癌與前列腺癌細胞中可以抑制細胞附著與轉移

[Sliva, 2003]。靈芝富含維他命、纖維與氨基酸，,可以活化多醣體

促進人體免疫功能、激發巨噬細胞及 T 淋巴細胞，產生大量與抗

腫瘤有關的細胞激素 [Sliva, 2004; Yuen and Gohel, 2005]。靈芝

菌絲萃出物可以促進周圍血管單核細胞與單核白血球的增殖，與

靈芝孢子萃出物皆可刺激 Th1 與 Th2 細胞激素 mRNA 的表現，

但靈芝菌絲萃出物藉由使 CD40、CD80 及 CD86 高表現與減少螢

光異硫氰化物-葡萄聚糖（fluorescein isothiocyanate-dextran）產

生內噬作用，而加快樹狀細胞的成熟 [Chan et al., 2005]。
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Table 1-4. Microarray analysis application in studying herbs.

表 1-4、應用微陣列分析的中草藥研究。

中草藥名 微陣列資訊 研究成果

白芍

（Paeoniae radix）

OpArrays 細胞凋亡 DNA
微陣列（為 Operon 公司

生產，含人類 384 基因）。

HepG2 細胞經芍藥處理後，可誘發

BNIP3 基因高表現，但 ZK1,RAD23B
及 HSPD1 具有低的基因表現樣式

[Lee et al., 2002]。

石斛

（Herba dendrobii）

DNA 微陣列 微陣列上含有 16 種石斛屬的

ITS1-5.8S-ITS2 序列，可鑑別不同石

斛物種 (Dendrobium species)
[Zhang et al., 2003]。

金線蓮
（Anoectochilus

formosanus）

DNA 微陣列（含有 9,600
基因，材質 nylon
membrane）。

偵測金線蓮與單一成分 plumbagin 在

乳腺癌細胞 MCF-7 的基因表現，金線

蓮可使 caspase 8 與 cytochrome c 具

高表現[Yang et al., 2004]。

牡丹皮

（Moutan Cortex

Radicis）

Affymetrix DNA 微陣列

（為 寡 核 苷酸晶 片 ）。

使用牡丹皮處理 PC12 細胞（過氧化

氫作前處理），經微陣列偵測基因表現

結果，可誘發 HO 與 COMT 基因具有

高表現量來對抗過氧化氫對 PC12 細

胞的傷害 [Rho et al., 2005]。

養肝丸
（Yan-gan-wan）

Affymetrix DNA 微陣列。 以CCl4誘發小鼠肝臟病變並分別以養

肝丸或安慰劑（澱粉類）餵食，由 DNA
微陣列分析結果得知養肝丸對於

CYP2E1 或 GSH 的基因表現無影

響，但可以抑制 CYP4A10 與

CYP4A14 基因表現 [Yang et al.,
2005]。

黃連

（Coptidis rhizome）

Affymetrix huU95A DNA
微陣列（為 人 類寡 核 苷酸

晶片，含 11,000 基因）。

偵測以黃連與黃連素處理的胰臟癌細

胞，定義 33 個基因的表現 [Iizuka et
al., 2003]。
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Affymetrix huU95A DNA
微陣列（為 人 類寡 核 苷酸

晶片，含 12,600 基因）。

高密度微陣列偵測經黃連或 8 種單一

成分處理胰臟癌細胞株 YPK1～
YPK6、Panc-1 及 MiaPaCa-2，定義

27 個基因（23 個基因表現樣式成正相

關，4 個成負相關）[Hara et al.,
2005]。

DNA 微陣列（為人類寡核

苷酸晶 片 ，含 96 個與癌

症相關基因）。

低密度微陣列偵測經黃連處理的人類

乳癌細胞株 MCF-7 與

MDA-MB-231，前者可增加 IFN-β 與

TNF-α 基因表現樣式 [Kang et al.,
2005]。
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Table 3-1. Skewness and Kurtosis of gene expression patterns in Cy5/Cy3 ratio with
different herbal extracts treatment.

表 3-1、不同中草藥處理的基因表現樣式 Cy5/Cy3 之偏態係數與峰值係數。

中草藥名 偏態係數（skewness）* 峰值係數（kurtosis）**

紫蘇

（Perilla frutescens）
0.52 0.06

霍香

（Agastaches rugosa）
4.79 59.15

防風

（Saposhnikoviae
divaricatae）

7.67 123.93

刺五加葉

（Acanthopanax
senticosus L.）

3.81 48.39

石蓮花

（Echeveria elegans）
0.06 0.08

*：偏態係數可顯示出分佈的族群為分配向右（> 0）或向左（< 0）。
**：峰值係數可顯示族群分配為窄（+，數值越高越窄）或平（-，數值越低越平）。
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Table 3-2. Spearman correlation coefficient of gene expression patterns in different
herbal extracts treatment.

表 3-2、不同中草藥處理的基因表現樣式 spearman 相關係數。

紫蘇 霍香 防風 刺五加葉 石蓮花

紫蘇 1.00 0.72 0.29 0.71 -0.03

霍香 0.72 1.00 0.29 0.80 -0.02

防風 0.29 0.29 1.00 0.37 -0.03

刺五加葉 0.71 0.80 0.37 1.00 -0.02

石蓮花 -0.03 -0.02 -0.03 -0.02 1.00
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Table 3-3. ANOVA analysis results of gene expression patterns with five herbal
extracts treatment.

表 3-3、以五種不同中草藥處理的基因表現樣式 ANOVA 分析結果。

中草藥名 Tukey Grouping Duncan Grouping LSD Grouping

防風 A A A

石蓮花 B B B

紫蘇 C C C

刺五加葉 C, D D D

霍香 D D D

Tukey Grouping：Tukey 公正顯著差異法的分群結果。

Duncan Grouping：鄧氏新多變域測驗法的分群結果。

LSD Grouping：最小顯著差異值的分群結果。

A-D：經 SAS 統計軟體分析後的分類，具相同字母的分為一類。
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Table 3-4. Gene expression patterns of apoptosis.

表 3-4、細胞凋亡作用相關的基因表現樣式。

GenBank

Accession no.

Gene

name*
Cluster no.** Function Category 紫蘇 霍香 防風

刺五

加葉

石蓮

花

低表現量的細胞凋亡相關基因

AA449119 UBE2M 2 6 apoptosis 0.50 0.40 0.66 0.47 0.98

N35070 TNFSF12 2 6 cytokine/apoptosis/membrane protein 0.46 0.35 0.65 0.32 1.47

AA987627 TNFRSF17 2 7 receptor membrane/apoptosis 0.22 0.18 0.59 0.23 1.35

AA293570 TNFRSF6 2 6 apoptosis/receptor/inflammation 0.37 0.30 0.52 0.30 1.13

AA205392 PLINP-1 2 6 apoptosis 0.35 0.18 0.55 0.27 0.70

AA487197 UBE2I 2 6 apoptosis/ligase 0.43 0.32 0.60 0.30 0.71

AA443546 RELA 2 6 apoptosis/transcription factor 0.33 0.12 0.46 0.23 0.50

AA453766 CFLAR 10 7 apoptosis 0.24 0.27 0.36 0.28 0.98

AA047319 PSMA6 10 7 apoptosis/protease 0.09 0.11 0.29 0.12 0.45

R37937 CRADD 12 6 apoptosis 0.36 0.23 0.80 0.22 0.65

高表現量的細胞凋亡相關基因

AA181300 PSMB8 3 8 apoptosis/protease 1.45 1.05 3.46 1.90 1.49

W72310 FASTK 5 11 apoptosis/kinase 2.21 1.24 1.77 2.29 1.59

AA190401 BID 8 9 apoptosis 1.00 1.22 3.33 2.21 1.08

AA433807 TNFAIP3 11 11 apoptosis 1.78 0.98 2.84 1.53 0.68

AA448641 E2F4 13 18 apoptosis/transcription factor 1.49 2.01 1.22 2.05 1.34

AA487253 MLC-B 14 12 apoptosis 1.74 1.32 3.90 1.36 1.5

細胞凋亡相關基因

W61100 BCL2 2 6 oncogene/apoptosis 0.43 0.17 0.61 0.19 1.56

H54628 TNFSF10 2 6 cytokine/apoptosis/membrane protein 0.20 0.12 0.50 0.13 1.69

AA156940 PDCD5 3 8 apoptosis 1.00 0.48 2.29 1.13 1.05

AA024655 DAPK1 4 13 apoptosis/kinase 1.31 0.79 1.25 0.44 0.58

AA455281 DAD1 4 12 apoptosis/transferase 0.89 0.69 1.26 0.68 0.69

H52672 BAK1 4 13 apoptosis 1.46 0.95 2.89 0.90 0.46
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R15301 DEDD 5 11 apoptosis/DNA binding 1.24 0.95 1.88 1.45 1.06

AA291322 BIK 8 10 apoptosis 0.88 1.03 1.84 0.91 0.89

AA702174 BIRC2 10 7 apoptosis 0.16 0.25 0.53 0.25 1.78

AA457705 IER3 10 5 apoptosis 0.25 0.71 0.78 2.08 1.55

AA465697 BNIP3L 10 7 tumor suppression/apoptosis 0.35 0.46 0.69 0.53 1.68

AA430751 FADD 10 7 apoptosis 0.49 0.76 2.48 0.95 0.95

R26621 FAIM2 10 7 apoptosis 0.07 0.07 0.17 0.08 1.97

AA454588 BCL2L2 12 7 apoptosis 0.51 0.68 1.32 0.52 0.9

T68758 PSMB1 12 6 apoptosis/protease 1.46 1.57 1.63 1.34 1.59

AA458861 DAP 13 18 apoptosis 2.04 1.37 1.36 1.84 0.57

AA458861 DAP 13 4 apoptosis 1.82 0.90 0.93 1.18 0.93

AA070997 PSMB6 14 11 apoptosis/protease 1.98 1.53 1.86 1.59 1.58

AA432000 CASP8 14 12 apoptosis/protease 0.81 0.44 2.94 0.62 0.62

AA011445 CASP3 15 1 apoptosis/protease 0.87 0.54 0.68 0.42 1

AA916906 TRADD 16 9 apoptosis 0.96 1.14 2.43 1.29 0.87

AW073366 DEDD 18 7 apoptosis 0.36 0.44 0.56 0.23 1.65

AA281152 CASP9 20 6 apoptosis/protease 0.73 0.52 2.03 0.67 0.73

N71003 PDCD4 20 6 apoptosis 0.43 0.26 1.81 0.39 0.44

AA004823 DATF1 20 6 apoptosis/transcription factor 0.47 0.28 2.33 0.46 1.47

紅色：Cy5/Cy3 > 2.0 ；

綠色：Cy5/Cy3 < 0.5 ；

Cy5：（F635 mean – B635 median）；

Cy3：（F532 mean – B532 median）；

*：參照附表 1。

**：藍色為逐步叢集分析法（K-mean clustering）分類的基因表現族群；

粉紅色為自組圖分析法（SOM）分類的基因表現族群。
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Table 3-5. Gene expression patterns of cell proliferation.

表 3-5、細胞增生相關的基因表現樣式。

GenBank

Accession no.

Gene

name*

Cluster

no.**
Function Category 紫蘇 霍香 防風

刺五

加葉

石蓮

花

低表現量的細胞增生相關基因

H27986 LMO4 1 16 transcription factor/cell proliferation 0.16 0.44 0.27 0.78 0.40

AA074438 PRDM4 2 6 transcription factor/tumor suppression/cell proliferation 0.27 0.17 0.43 0.24 0.85

AA131538 PTHLH 2 7 cell proliferation/oncogenesis/ 0.21 0.20 0.35 0.29 0.90

AA489629 PBEF 2 6 cytokine/cell proliferation 0.26 0.17 0.84 0.25 0.92

AA782337 ANK2 2 7 membrane protein/cytoskeletal 0.21 0.11 0.37 0.29 1.11

AA677185 ANK3 2 7 membrane protein 0.26 0.08 1.01 0.30 1.28

AA478949 DLG5 4 13 tumor suppression/cell proliferation 0.39 0.38 0.50 0.35 0.23

AA872397 LGALS2 4 13 binding protein/cell proliferation 1.32 0.70 1.01 0.40 0.36

AA159936 SIPA1 5 11 membrane protein/cell proliferation 0.33 0.13 1.13 0.35 0.29

AA001218 SOCS3 10 7 Binding protein/inhibitor/cell proliferation/apoptosis 0.22 0.43 0.83 0.76 0.91

R51912 SST 10 7 cell matrix protein/cell proliferation/apoptosis/synaptic ransmission 0.30 0.44 0.61 0.33 1.15

AA447661 PA26 12 7 cell cycle/stress response/cell proliferation 0.07 0.08 0.25 0.05 0.60

AA029308 MTCP1 14 11 cell cycle 0.57 0.27 0.55 0.38 0.37

AA427818 HMGA2 15 1 transcription factor/cell proliferation 0.91 0.26 0.43 0.21 1.05

N74593 FLJ11848 15 1 cell proliferation/inhibitor 0.76 0.46 0.62 0.43 1.44

AA461110 MGC5560 17 8 cell matrix protein/cell proliferation 0.14 0.14 0.80 0.44 0.74

AA169807 PTCH 17 6 tumor suppression/receptor/cell proliferation 0.25 0.21 1.42 0.41 1.37

高表現量的細胞增生相關基因

AI927284 LGALS1 4 13 adhesion/regulatory 1.64 1.46 13.44 1.45 0.85

AI870530 MAPK11 5 11 enzyme 1.47 1.09 2.51 1.60 1.19

H13622 EPS8 9 20 cell matrix protein/cell proliferation 1.39 2.05 1.29 1.17 0.83

AA431832 GRN 9 20 growth factor/cell proliferation 2.08 2.22 1.16 1.69 1.09

AA464152 QSCN6 11 11 cell cycle/cell proliferation 1.81 1.32 2.01 1.62 0.77

AA775803 PRDX1 11 11 peroxidase/cell proliferation/antigen 1.95 1.81 2.36 1.87 1.26
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W46439 TFDP1 12 7 transcription factor/cell cycle/cell proliferation 1.44 1.56 1.62 1.31 2.05

AA459390 FLJ22169 13 18 binding protein/cell proliferation 1.77 1.71 1.19 2.54 0.62

R06254 TPD52L2 16 11 cell matrix protein/cell proliferation 1.74 1.06 1.54 2.04 1.22

細胞增生相關基因

T73090 SLC22A3 2 7 cell matrix protein/cell proliferation/ 0.41 0.17 1.09 1.08 1.54

R25095 TNFSF4 2 6 membrane protein/ cell proliferation 0.48 0.39 1.52 0.29 1.74

H98620 SYNPR 5 11 cell cycle/cell proliferation/apoptosis/tumor suppression 0.88 0.49 1.08 0.88 0.73

AA630328 LGALS3 8 10 binding protein/cell proliferation 1.16 1.75 1.96 1.26 1.25

AA279114 LRP5 9 20 receptor/cell proliferation 1.15 1.17 0.88 1.10 0.81

AA478268 CTBP1 9 20 binding protein/cell proliferation 1.68 1.69 1.14 1.64 1.09

R14422 SCGN 9 18 binding protein 1.66 1.50 1.16 1.50 1.44

AA461110 MGC5560 10 8 cell matrix protein/cell proliferation 0.26 0.29 2.17 0.38 1.18

AA131585 JUND 10 7 oncogene/transcription factor/apoptosis/cell proliferation 0.77 0.91 1.56 1.46 1.59

N20338 LYPLA1 10 7 cell matrix protein/cell proliferation 0.39 0.50 2.81 0.50 1.78

H84982 CHES1 10 7 cell cycle/transcription factor/DNA repair 0.22 0.54 0.72 0.7 0.76

H80214 TIMP1 12 6 cell proliferation/inhibitor 0.59 0.57 1.68 0.36 1.04

AA443577 TNFSF13 12 6 cytokine/cell proliferation 0.82 0.86 1.90 0.68 1.10

H79306 PDGFRA 12 7 receptor/kinase/cell proliferation 0.53 0.79 1.83 0.54 1.63

AA608988 TSPY 15 1 cell matrix protein/ cell proliferation/ ncogenesis/ spermatogenesis 2.07 0.98 1.37 1.05 1.64

AA464049 ANK1 15 1 membrane protein 1.54 0.69 1.16 0.93 1.66

W44684 MPP3 17 6 kinase/membrane protein 0.51 0.32 1.70 0.60 1.04

W47090 CDK9 17 6 cell cycle/kinase/cell proliferation/transcription 0.67 0.54 2.84 0.84 1.34

AA460330 LOC96626 17 6 cell proliferation 0.25 0.23 1.74 0.40 1.56

AA011414 FGA 19 2 cell matrix protein/cell adhesion/cell proliferation 2.09 0.69 0.3 0.53 0.90

N58318 DRIM 19 2 cell matrix protein/cell proliferation 1.52 1.48 1.20 1.04 1.68

T73090 SLC22A3 19 2 cell matrix protein/cell proliferation/blood coagulation 1.79 1.20 0.42 0.20 1.65

*：參照附表一。 **：藍色為逐步叢集分析法（K-mean clustering）分類的基因表現族群；粉紅色為自組圖分析法

（SOM）分類的基因表現族群。

紅色：Cy5/Cy3 > 2.0；綠色：Cy5/Cy3 < 0.5；Cy5：（F635 mean – B635 median）；Cy3：（F532 mean – B532 median）；
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Table 3-6. Gene expression patterns of cytochrome P450 superfamily.

表 3-6、Cytochrome P450 superfamily 相關的基因表現樣式。

GenBank

Accession no.
Gene name* Cluster no.** Function Category 紫蘇 霍香 防風

刺五

加葉

石蓮

花

低表現量的 Cytochrome P450 superfamily 基因

AA884709 CYP11B1 2 7 m-hydroxylase 0.30 0.15 0.79 0.32 1.41

R89491 CYP2C9 15 1 m-monooxygenase 0.45 0.09 0.42 0.34 1.02

H09425 CYP2J2 15 1 m-hydroxylase 0.53 0.08 0.37 0.23 0.70

高表現量的 Cytochrome P450 superfamily 基因

AA418907 CYP1A1 8 17 m-hydroxylase 0.72 3.15 2.47 2.66 1.05

AA971278 CYP2S1 8 10 m-hydroxylase 0.77 1.83 2.12 1.70 1.39

Cytochrome P450 superfamily 基因

AA928708 CYP8B1 4 13 m-hydroxylase 1.67 0.63 0.71 0.42 0.4

AI401776 CYP4F8 8 9 m-hydroxylase 0.81 1.02 2.79 1.36 0.99

N66957 CYP27A1 9 20 m-hydroxylase 1.76 2.44 0.86 1.42 0.4

R51021 CYP26A1 10 8 m-hydroxylase 0.4 0.43 2.2 0.67 1.35

AI222585 CYP27B1 10 7 m-hydroxylase 0.26 0.49 1.22 0.71 1.46

T50790 CYP2A6 10 7 m-monooxygenase 0.26 0.35 0.52 0.32 1.6

N53136 CYP2C8 12 6 m-hydroxylase 0.95 1.19 1.48 0.71 1.43

AA291484 CYP4B1 12 6 m-hydroxylase 0.38 0.39 2.11 0.19 0.84

AI927693 CYP4F3 14 11 m-hydroxylase 1.1 0.35 2.01 0.9 0.67

AA477781 CYP51A1 14 11 m-demethylase 0.89 0.21 2.01 0.79 0.68

R92425 CYP3A5 15 1 m-monooxygenase 0.95 0.41 0.85 0.60 1.66

R91077 CYP3A7 15 1 m-hydroxylase 1.39 0.4 0.71 0.70 1.97

T49041 CYP19A1 17 6 m-monooxygenase/transporter 0.84 0.77 3.00 0.96 1.59

T68287 CYP2B6 17 6 m-hydroxylase 0.82 0.76 1.70 1.13 1.49

H05935 CYP27A1 19 14 m-hydroxylase 1.87 1.97 0.91 1.59 1.92

*：參照附表一。**：藍色為逐步叢集分析法（K-mean clustering）分類的基因表現族群；粉紅色為自組圖分析法（SOM）分類的

基因表現族群。

紅色：Cy5/Cy3 >2.0；綠色：Cy5/Cy3 < 0.5；Cy5：（F635 mean – B635 median）；Cy3：（F532 mean – B532 median）。

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   



88

附 錄

附錄表 1、基因名稱對照表（gene abbreviation and full name table）。

GenBank
Accession
no.

Gene name Gene full name

AA001218 SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3

AA004823 DATF1 death associated transcription factor 1

AA011414 FGA fibrinogen- A alpha polypeptide

AA011445 CASP3 caspase 3- apoptosis-related cysteine protease

AA024655 DAPK1 death-associated protein kinase 1

AA029308 MTCP1 mature T-cell proliferation 1

AA047319 PSMA6 proteasome (prosome- macropain) subunit- alpha type- 6

AA070997 PSMB6 proteasome (prosome- macropain) subunit- beta type- 6

AA074438 PRDM4 PR domain containing 4

AA131538 PTHLH parathyroid hormone-like hormone

AA131585 JUND jun D proto-oncogene

AA156940 PDCD5 programmed cell death 5

AA159936 SIPA1 signal-induced proliferation-associated gene 1

AA169807 PTCH patched homolog (Drosophila)

AA181300 PSMB8
proteasome (prosome- macropain) subunit- beta type- 8
(large multifunctional protease 7)

AA190401 BID BH3 interacting domain death agonist

AA205392 PLINP-1 papillomavirus L2 interacting nuclear protein 1

AA279114 LRP5 low density lipoprotein receptor-related protein 5

AA281152 CASP9 caspase 9- apoptosis-related cysteine protease

AA291322 BIK BCL2-interacting killer (apoptosis-inducing)

AA291484 CYP4B1 cytochrome P450- family 4- subfamily B- polypeptide 1

AA293570 TNFRSF6 tumor necrosis factor receptor superfamily- member 6

AA418907 CYP1A1 cytochrome P450- family 1- subfamily A- polypeptide 1

AA427818 HMGA2 high mobility group AT-hook 2

AA430751 FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain

AA431832 GRN granulin

AA432000 CASP8 caspase 8- apoptosis-related cysteine protease

AA433807 TNFAIP3 tumor necrosis factor- alpha-induced protein 3
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AA443546 RELA
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A-
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells 3- p65 (avian)

AA443577 TNFSF13 tumor necrosis factor (ligand) superfamily- member 13

AA447661 PA26 p53 regulated PA26 nuclear protein

AA448641 E2F4 E2F transcription factor 4- p107/p130-binding

AA449119 UBE2M
ubiquitin-conjugating enzyme E2M (UBC12 homolog-
yeast)

AA453766 CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis regulator

AA454588 BCL2L2 BCL2-like 2

AA455281 DAD1 defender against cell death 1

AA457705 IER3 immediate early response 3

AA458861 DAP death-associated protein

AA459390 FLJ22169 hypothetical protein FLJ22169

AA460330 LOC96626 pinch-2

AA461110 MGC5560 hypothetical protein MGC5560

AA464049 ANK1 ankyrin 1- erythrocytic

AA464152 QSCN6 quiescin Q6

AA465697 BNIP3L BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like

AA477781 CYP51A1 cytochrome P450- family 51- subfamily A- polypeptide 1

AA478268 CTBP1 C-terminal binding protein 1

AA478949 DLG5 discs- large (Drosophila) homolog 5

AA487197 UBE2I
ubiquitin-conjugating enzyme E2I (UBC9 homolog-
yeast)

AA487253 MLC-B myosin regulatory light chain

AA489629 PBEF pre-B-cell colony-enhancing factor

AA608988 TSPY testis specific protein- Y-linked

AA630328 LGALS3 lectin- galactoside-binding- soluble- 3 (galectin 3)

AA677185 ANK3 ankyrin 3- node of Ranvier (ankyrin G)

AA702174 BIRC2 baculoviral IAP repeat-containing 2

AA775803 PRDX1 peroxiredoxin 1

AA782337 ANK2 ankyrin 2- neuronal

AA872397 LGALS2 lectin- galactoside-binding- soluble- 2 (galectin 2)

AA884709 CYP11B1 cytochrome P450- family 11- subfamily B- polypeptide 1

AA916906 TRADD TNFRSF1A-associated via death domain

AA928708 CYP8B1 cytochrome P450- family 8- subfamily B- polypeptide 1

AA971278 CYP2S1 cytochrome P450- family 2- subfamily S- polypeptide 1

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   



90

AA987627 TNFRSF17 tumor necrosis factor receptor superfamily- member 17

AI222585 CYP27B1 cytochrome P450- family 27- subfamily B- polypeptide 1

AI401776 CYP4F8 cytochrome P450- family 4- subfamily F- polypeptide 8

AI870530 MAPK11 mitogen-activated protein kinase 11

AI927284 LGALS1 lectin- galactoside-binding- soluble- 1 (galectin 1)

AI927693 CYP4F3 cytochrome P450- family 4- subfamily F- polypeptide 3

AW073366 DEDD death effector domain containing

H05935 CYP27A1 cytochrome P450- family 27- subfamily A- polypeptide 1

H09425 CYP2J2 cytochrome P450- family 2- subfamily J- polypeptide 2

H13622 EPS8 epidermal growth factor receptor pathway substrate 8

H27986 LMO4 LIM domain only 4

H52672 BAK1 BCL2-antagonist/killer 1

H54628 TNFSF10 tumor necrosis factor (ligand) superfamily- member 10

H79306 PDGFRA platelet-derived growth factor receptor- alpha polypeptide

H80214 TIMP1
tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (erythroid
potentiating activity- collagenase inhibitor)

H84982 CHES1 checkpoint suppressor 1

H98620 SYNPR synaptoporin

N20338 LYPLA1 lysophospholipase I

N35070 TNFSF12 tumor necrosis factor (ligand) superfamily- member 12

N53136 CYP2C8 cytochrome P450- family 2- subfamily C- polypeptide 8

N58318 DRIM down-regulated in metastasis

N66957 CYP27A1 cytochrome P450- family 27- subfamily A- polypeptide 1

N71003 PDCD4
programmed cell death 4 (neoplastic transformation
inhibitor)

N74593 FLJ11848 hypothetical protein FLJ11848

R06254 TPD52L2 tumor protein D52-like 2

R14422 SCGN secretagogin- EF-hand calcium binding protein

R15301 DEDD death effector domain containing

R25095 TNFSF4
tumor necrosis factor (ligand) superfamily- member 4
(tax-transcriptionally activated glycoprotein 1- 34kDa)

R26621 FAIM2 Fas apoptotic inhibitory molecule 2

R37937 CRADD
CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death
domain

R51021 CYP26A1 cytochrome P450- family 26- subfamily A- polypeptide 1

R51912 SST somatostatin

R89491 CYP2C9 cytochrome P450- family 2- subfamily C- polypeptide 9
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R91077 CYP3A7 cytochrome P450- family 3- subfamily A- polypeptide 7

R92425 CYP3A5 cytochrome P450- family 3- subfamily A- polypeptide 5

T49041 CYP19A1 cytochrome P450- family 19- subfamily A- polypeptide 1

T50790 CYP2A6 cytochrome P450- family 2- subfamily A- polypeptide 6

T68287 CYP2B6 cytochrome P450- family 2- subfamily B- polypeptide 6。

T68758 PSMB1 proteasome (prosome- macropain) subunit- beta type- 1

T73090 SLC22A3
solute carrier family 22 (extraneuronal monoamine
transporter)- member 3

W44684 MPP3
membrane protein- palmitoylated 3 (MAGUK p55
subfamily member 3)

W46439 TFDP1 transcription factor Dp-1

W47090 CDK9 cyclin-dependent kinase 9 (CDC2-related kinase)

W61100 BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

W72310 FASTK FAST kinase
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附錄表2、論文中所提及之運算公式列表（List of equations used in thesis）。

公式一 






 n

j
Cy

n

i
Cy

圖像樣點

圖像樣點

背景值訊號值

背景值訊號值
標準化係數

3

5

)(

)(

（i：Cy5 圖像的樣點；j：Cy3 圖像的樣點；n：晶片中樣點的數目。）

公式二
標準化系數背景質信號值

背景值信號值
雙色螢光訊號比值

圖象樣點

圖象樣點





3

5

)(
)(

Cy

Cy

公式三

（http://www.pt.ntu.edu.tw/hmchai/SAS/SASdescriptive/SASnormality.htm）
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附錄表3、本研究中所運用之運算公式列表（List of equations used in this study）。

分析方法 運算公式 說明

  


n

i ii nxxxxSS
1

2
.

22
. /  ixx. ， x 為

其平均值。

平方和

（sum of square）

 
2

1


N

i ixSS 

此為族群的平方
和，為族群的

平均值。

均方

（mean square）  1/2  nSSS

 1n 為自由度

（degree of
freedom）。

標準偏差

（standard
deviation）

2SSDS 

為均方開方根取

其正值。

變方

（Variance）       


N

i iii Nxx
N

x
N 1

2222 /
11


N 為觀測值個
數，為族群的

平均值。

標準化值

（standard normal
variate）


 





x

SD
x

Z

x為變數；為族

群平均數；為

標準差（ SD ）。

Spearman’s 等級相

關係數

（Spearman’s rank

correlation
coefficient）

])(].[)([

))((

1
2

1
2

1













n

i rri
n

i rri

n

i rrirri
s

yyxx

yyxx
r

 riri yx , 是第 i 個

觀察數值的等

級。

學生氏 t 分佈

（Student’s
t-distribution）

nS
x

nS

x
t

//2

 





若族群變方

（ 2 ）未知，以

樣品均方（ 2S ）
代替， x 為平均
值，為族群平

均值，n為樣品

數。

單因子變異數方析

（one way
ANOVA）

      
   




m

i

n

j
iij

m

i

n

j

m

i
iij xxxxnxx

SSESStSST

1 1

2
.

2

1 1 1
...

2
..

除以自由度得到

各項均方。

MST 為總均方，
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自由度：    111  nmmmn

 1/  mnSSTMST ；  1/  mSStMSt ；
 1/  nmSSEMSE

MSt 處理均方，

MSE 誤差均方。













ji nn
MSEtLDS

11
,2/2/ 

為錯誤率，為

自由度，n為樣品

數。

最小顯著差異法

（LSD）

n
MSE

tLSD
2

,2/2/   當 nnn ji  時。

鄧氏新多變測驗法

（MRT）

n
MSE

QD rr ,,

r 為處理均值按

大小排序後，在

比較兩處理間之
處理數，Q為臨

界值。

Tukey 公正顯著差

異法

（HSD）










21
,,

11
2 nn

MSE
QT m 

m 為全部處理
數，Q為臨界

值，n為樣品數。

平衡係數

（balance
coefficient）

 
 









n

i bibi

n

i aiai

BI

BI

1

1

I 為微陣列中基

因的 intensity，B
為微陣列中背景

值的 intensity，a
為微陣列 A，b 為

微陣列 B，n為微

陣列上基因的個

數。

正規化

（normalization）  kG
R

C
G
R

G
R

222 logloglog 

kGR  ；



i

i

G

R
k

C 為特殊基因設
定的 log ratios 中

位數或平均值，k
為 total
intensity。

（參考資料：生物檢定統計法，沈明來著，2000）
ANOVA：the analysis of variance。
LSD：least significant difference test。
MRT：Duncan’s new multiple range test。
HSD：Tukey’s honest significant difference。
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TNFAIP3 : C(2.84)

TNFSF12 : A(0.46)/B(0.35)/D(0.32)

TNFSF10 : A(0.20)/B(0.12)/C(0.50)/D(0.13)

TNFRSF6 : A(0.37)/B(0.30)/D(0.30)

TNFRSF17 : A(0.22)/B(0.18)/D(0.23)

TRADD : C(2.43)

CFLAR : A(0.24)/B(0.27)/C(0.36)/D(0.28)

PSMA6 : A(0.09)/B(0.11)/C(0.29)/D(0.12)/E(0.45)

PSMB8 : C(3.46)

CRADD: A(0.36)/B(0.23)/D(0.22)

DATF1 : A(0.47)/B(0.28)/C(2.33)/D(0.46)

PDCD5 : B(0.48)/C(2.29)

BID : C(3.33)/D(2.21)

BCL2 : A(0.43)/B(0.17)/D(0.19)

BNIP3L : A(0.35)/B(0.46) BAK1 : C(2.89)/E(0.46)

FADD : A(0.49)/C(2.48)

DAP : A(2.04)

FASTK : A(2.21)/D(2.29)

CASP8 : B(0.44)/C(2.94)

CASP3 : D(0.42)

DEDD : A(0.36)/B(0.44)/D(0.23)

FAIM2 : A(0.07)/B(0.07)/C(0.17)/D(0.08)

PDCD4 : A(0..43)/B(0.26)/D(0.39)/E(0.44)

CASP9 : C(2.03)

(A)

(B)

A(紫蘇)、 B (霍香)、C(防風)、D(刺五加葉)、E(石蓮花)

綠(Cy5/Cy3<0.5)、紅(Cy5/Cy3>1.5)

附錄圖 1、細胞凋亡途徑中抗癌藥物處理HepG2細胞的基因表現樣態（Gene expression
patterns of HepG2 cells treated with antitumer herbal extracts in apoptosis pathway）。
(A) NF-κB 基因傳遞途徑中，藉由 TNF-dependent 的基因信號傳遞而使 caspases 活

化所產生的細胞凋亡作用。(B)為 Fas/CD95-mediated 之細胞凋亡途徑 [Dufour and
Clavien, 2005]。
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(A)

SIPA1 : A(0.33)/B(0.13)/D(0.35)/E(0.29)

SOCS3 : A(0.22)/B(0.43)
TNFSF4 : A(0.48)/B(0.39)/D(0.29)

(A-1)

PA26 : A(0.07)/B(0.08)/C(0.25)/D(0.05)

(B)

EPS8 : B(2.05)
TFDP1 : E(2.05)

TPD52L2 : D(2.04)

TIMP1 : D(0.36)

A(紫蘇)、 B (霍香)、C(防風)、D(刺五加葉)、E(石蓮花)

綠(Cy5/Cy3<0.5)、紅(Cy5/Cy3>1.5)

附錄圖 2、細胞增生途徑中抗癌藥物處理HepG2細胞的基因表現樣態（Gene expression

patterns of HepG2 cells treated with antitumer herbal extracts in cell proliferation
pathway）。
(A) 在 liver-specific 的生物反應中的 PI3K/Akt 基因表現途徑。(A-1)為 mTOR
(mammalian target of rapamycin) 信號調節途徑。(B) 藉由 TNF 途徑的交互影響來誘

導 NF-κB 目標基因而調節抗凋亡功能 [Dufour and Clavien, 2005] 。
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(A)

(B)
CYP2C9 : A(0.45)/B(0.09)/C(0.42)/D(0.34)

CYP1A1 : B(3.15)/C(2.47)/D(2.66)

CYP3A5 : B(0.41)

Cytochrome
P450 family

A(紫蘇)、 B (霍香)、C(防風)、D(刺五加葉)、E(石蓮花)

綠(Cy5/Cy3<0.5)、紅(Cy5/Cy3>1.5)

附錄圖 3、肝臟代謝途徑中抗癌藥物處理 HepG2 細胞的 Cytochrome P450 family 基因
表現樣態（Cytochrome P450 family gene expression patterns of HepG2 cells treated
with antitumer herbal extracts in liver metablic pathway）。
(A)肝臟代謝途徑中，P450 family 基因扮演的角色。(B)列舉 P450 family 基因及其功能。
（http://www.thieme-connect.com/bilder/sld/200101/sld00093.02、http://www.chiro.org/nutrition/FULL/Detoxification_Fig3.jpg）

    
    

    
    

    
 

    
    

    
   


