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「保健食品」研究開發計畫  第一年度報告 
 

 

 

龍葵水萃取物及多酚致肝癌細胞

凋亡及機轉之作用 
 

SNWE and SNPE -mediated human 
hepatocellular carcinoma cells apoptosis and 

mechanism  
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中文摘要 
龍葵，為分布於全球的耕地、花園的野生植物。已被證實具有抗氧化、抗發

炎、護肝作用以及抗腫瘤之醫學功能。在中國地區，龍葵及龍葵複方更是被廣泛

用於惡性腫瘤後的治療。在本篇研究中證實了龍葵水萃物對多種癌細胞具有毒

性，其中以肝癌細胞HepG2對龍葵水萃取物的處理最敏感，因此我們後續將以

HepG2為研究之主軸。此外我們更進一步由龍葵水萃取物中分離出多酚成分，並

由MTT分析結果得知龍葵多酚也會對HepG2細胞產生毒性，且所需的劑量較龍葵

水萃物低。我們接著發現龍葵水萃及多酚會誘導細胞產生核濃染、DNA片段化

以及細胞週期sudG1期增多的現象，判斷龍葵水萃及多酚萃取物對HepG2細胞的

毒性是引發其邁向細胞亡。且其造成細胞凋亡的機轉是增加Fas表現而促進

caspase-8的切割，活化後的caspase-8則進一步活化下游caspase-3以及Bid的切割，

最後導致PARP失去作用而無法修復DNA，使細胞走向凋亡。此外，我們也發現

低劑量之龍葵水萃及多酚萃取物會造成HepG2細胞週期停滯於G2/ M期。除了上

述的細胞實驗外，我們也在裸鼠的動物實驗結果中發現，龍葵水萃及多酚萃取物

能抑制肝癌細胞形成腫瘤。綜合細胞以及動物實驗的結果，我們推測龍葵具有治

療肝癌的潛力。且其功效可能是來自於其中的多酚成份，期許將來在肝癌的治

療，龍葵多酚可成為肝癌患者更好的選擇。 
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英文摘要 
Solanum nigrum L. is worldwide weeds of arable land, gardens. It is believed to 

have anti-oxidative, anti-inflammatory, hepatoprotection and anti-tumor effects. In 
China, it has been used in traditional folk medicine to treat different cancers. In this 
study, we demonstrated that the water extract of Solanum nigrum L. (SNWE) 
expressed cytotoxic effects to many cancer cell lines. Among them, human 
hepatocellular carcinoma  cells (HepG2) were the most susceptible to SNWE. We 
also isolated the polyphenolic compounds (SNPE) form SNWE and then used MTT 
assay to evaluate the cytotoxicity on the HepG2 cells. The results show that HepG2 
cells were more susceptible to SNPE than SNWE.  

Next, we observed the effects of SNWE and SNPE in inducing apoptosis in 
HepG2 cells by measuring the nuclear condensation, DNA fragmentation and 
increased the subG1 phase ratio in cell cycle. This effect of SNWE and SNPE in 
HepG2 cells might be mediated via increase the expression of Fas and 
cleaved-caspase 8, 3 protein. Furthermore, we treatment low dose of SNWE and 
SNPE to HepG2 cells and resulted in significant cell cycle arrest in G2/M phases. It 
might be due to decrease CDC25C protein expression. 

Besides in vitro effects, the antitumor efficacy of SNWE and SNPE were also 
confirmed in human hepatocellular carcinoma xenografts in nude mice. Thus, our data 
indicate that SNWE and SNPE could play an active role in mediating the cell cycle 
arrest and apoptosis of human hepatocellular carcinoma cells and might be potential 
drugs for antitumor therapy. 
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前言 
肝癌簡介 

癌症是全球每年十大死因的第一位，而在所有的癌症當中，死於肝癌的人數

總是名列前矛，每年約有25萬人被診斷出罹患肝癌並有數十萬人因此死亡。肝癌

好發於歐洲、美國南部、非洲東南方和亞洲東南亞包括中國大陸、韓國以及台灣

等地。就台灣地區而言，肝癌以多年位居男性癌症死亡原因首位，女性則高居第

二位，每年因肝癌死亡者超過6000人，成為危害國人健康之頭號殺手。因此如何

預防肝癌的發生及治療肝癌成為目前研究領域中一個相當重要的課題。 
肝癌主要有三種類型：(I)肝細胞癌(hepatocellular carcinoma；HCC)：肝癌最

常見類型，約佔80%以上，其中60-80%是由肝硬化轉變而來的。(II)膽管細胞癌

(cholangio-carcinoma) ： 此 類 佔 肝 癌 的 5%-20% 。 (III) 混 合 型 肝 癌

(hepatocholangio-carcinoma)：由肝細胞癌以及膽管細胞癌組成。肝癌的病例在流

行病學的調查發現除了與地理環境有特殊關係之外，與飲食也有密切關係，例如

黃麴毒素(aflatoxin B1)；長期以來被認為與肝癌有密切相關，黃麴毒素存在於食

物中，是由黃麴菌和寄生麴黴菌代謝後所產生，代謝的主要產物為8,9-環氧化物

(8,9-epoxide)，會結合在guanine殘基位置上，而使p53基因突變而失去抑制腫瘤形

成之功能(1)，此外亦有動物實驗指出，以受感染食物或純黃麴毒素來餵食實驗

動物會誘導動物產生肝癌。另一個與肝癌有關的飲食習慣是酗酒，酗酒對肝癌形

成具有加乘效果，有酗酒習慣者，引發肝臟疾病的危險性較一般人高出

10%-20%，而帶原者同時有酗酒習慣者，死於肝癌的危險性較一般人的高出數十

倍，此外，長年酗酒也是引發肝硬化的主要原因之ㄧ(徐榮源,1998)。雖然目前

對於酗酒造成肝癌的積轉尚未釐清，但推測可能與氧化壓力、DNA甲基化及降

低免疫反應有關(2)。除上述危險因子外，引起肝癌的最大的原因即為病毒性肝

炎。台灣是世界上著名的B型肝炎盛行區，根據統計顯示台灣有80%以上的肝癌

患者都有B型肝炎表面抗原(HBsAg)，且有10-20%的帶原者會罹患肝癌。研究顯

示，B型肝炎病毒會藉由將其DNA嵌入肝癌細胞DNA中，造成基因重組、致癌基

因活化或者是造成抑癌基因(P53)失去活性而造成細胞生長失去控制(3)。另外一

個與肝癌有關的病毒為C型肝炎，雖然台灣目前的C型肝炎帶原者較少，但約有

70%病毒感染患者會引發慢性肝炎。Ｃ型肝炎造成肝癌的機轉與Ｂ型肝炎不同，

它不會嵌入人體染色體體中，而可能是經由病毒本身的致癌性或引起慢性肝炎和

肝硬化所造成。 

肝癌是相當惡性的腫瘤，其治療相當困難且預後不佳，通常發現從發現有症

狀到死亡，患者存活時間只有4~6個月。目前已知肝癌的治療方式有很多，包括

外科手術切除、冷凍治療、放射線治療、免疫治療或血管栓塞、酒精注射等化學

療法(4)，其中以外科手術切除癌細胞為最有效的方法，但此方式並不是用於肝

硬化患者。而其他化學療法或是臨床藥劑的使用往往引起病人嚴重之副作用，甚

至有致死的危險性。因此從天然植物中尋找有效抗癌又安全的草藥複方或化合物

儼然已成為近年來的熱門課題之ㄧ。 
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文獻探討 
龍葵(Solanum nigrum L.)簡介 

一、 背景介紹 

龍葵(Solanum nigrum L.)始載於《唐本草》。原名龍葵、又名苦菜。《圖經本

草》名苦葵、老鴉眼睛草。《本草綱目》名水茄、天泡草。【物種分類】：植物界

Plantae.木蘭植物門 (開花植物或被子植物 )Magnoliophyta.木蘭綱 (雙子葉植

物)Magnoliopsida.茄目 Solanales.茄科 Solanaceae.茄屬 Solanum.。 龍葵在台灣

民間則俗稱黑甜仔菜，屬野生植物，為農田雜草，民間有取其幼苗，嫩葉炒熟

當菜食用，也有取其成熟的果實食用，也有取幼苗或嫩葉搗碎外敷消癰疽腫毒、

跌打瘀傷。 
二、 型態 

龍葵屬野生植物，生於生於田邊、菜園、路旁、坡地陰濕肥沃的草地上，分

佈於全國，為一年生草本。【根】圓錐形，淡黃色，多分枝，主根常木化。【莖】

直立，有稜角，縱直稜線，沿稜被細毛。【葉】互生，葉片卵形或長卵形，長 4
～10 cm，寬 3～6 cm，先端漸尖或鈍尖，基部寬楔形，下延至葉柄，全緣或波

狀疏鋸齒緣，無毛或被疏毛。【花】，傘形聚繖花序頂生，有 4～10 朵花，花梗下

垂；花冠白色，鐘形，5 裂；雄蕊 5 花藥頂端 2 孔開裂；子房 2 室，花柱長，基

部有絨毛。【果】漿果球形，徑約 7 mm，垂生，初時為綠色，成熟後是紫黑色，

有光澤，宿存花萼平伸或伏貼。花期 6~10 月，果期 7~11 月，夏、秋季採收，可

鮮用或曬乾入藥。 
 

 

   
 
 

 

 

 

 

 

 

 

附圖一、龍葵型態 

 

全株 果實 

葉 花 
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三、產地 
台灣全島、蘭嶼、綠島、小琉球、金門、馬祖 。 

四、 成分 

龍葵全草含苷類甾體生物鹼，約 0.04%：龍葵鹼(茄鹼 solanine)，澳洲茄明鹼

(茄達鹼 solasodamine)，澳洲茄邊鹼(茄邊鹼 solamargine)，澳洲茄鹼(茄解鹼

solasonine) 還有龍葵定鹼 (solanigridine) 。龍葵鹼水解後的苷元是龍葵胺

(salanidine)，其餘各鹼水解後的苷元是澳洲茄胺(solasodine)。龍葵葉和未成熟果

實所含生物鹼比莖和成熟果實較多。成熟果實僅有微量配糖生物鹼。葉、莖和全

植物含澳洲茄邊鹼量最高。在果實生成期所含澳洲茄鹼量最高。此外，龍葵尚含

皂苷，其苷元為萼鞍皂苷元(diosgenin)和替告皂苷元(tigogenin)；並含維生素 A
類物質和維生素 C，龍葵漿果的提出物中還含有酯、羧基化合物、甾醇、酚性化

合物等，其主要成分為黃色不飽和酯。 
五、 性味功能 

味苦甘，性甘寒，有小毒。一般認為龍葵於傳統醫學上效用有清熱、利尿、

解毒、活血、消腫之功效。主治感冒發熱，牙痛，慢性支氣管炎，痢疾，泌尿系

感染，乳腺炎，白帶，癌症；外用治癰癤疔瘡，天疱瘡，毒蛇咬傷。此外，已有

論文期刊證實龍葵具有下列幾項功能： 
1. 抗氧化功能( anti-oxidative effect) 

1995 年 Sultana 等人藉由體外試驗證實，龍葵葉之酒精萃取物可以抑制由自

由基所誘導的 DNA 傷害(5)。而在 2001 年發現龍葵之酒精萃取物能清除因服用

抗生素而堆積的自由基，進而降低抗生素對猴子腎細胞(Vero cell)產生的細胞毒

性(6)。最近則有學者利用大鼠動物模式證實了龍葵全株萃取物能降低肝臟中由

四氯化碳所造成的氧化傷害，進而達到護肝之目的(7)。 
2. 鎮痛解熱及抗發炎作用(antinociceptive, anti-inflammatory and antipyretic 
effects)  

過去的研究發現，枸櫞酸澳洲茄胺對小鼠有鎮痛作用且對兔耳熱灼傷有明顯

的抗發炎效果。此外， Zakaria, Z. A.等學者在 2006 年發表之期刊中利用小鼠及

大鼠的動物模式證實了龍葵葉之氯仿萃取物能有效降低化合物誘導老鼠的疼

痛、發熱以及發炎反應(8)。 
3. 保肝作用(hepatoprotection) 

過去研究證實烹調後的龍葵葉餵食大鼠，能提高大鼠肝臟中解毒酵素 uridine 
diphosphate glucuronyltransferase (UDPGT)、 aminopyrine N-demethylase 以及

glutathione S-transferase (GST)的活性並降低血清中由 aflatoxin B1 引起的

Glutamic-Oxalocetic Transaminase (GOT)、GTP (glutamate-pyruvate transaminase)
以及γ-GT 等酵素的量(9)。另外亦有學者發現龍葵果實經酒精萃取後亦可降低

CCl4 誘發之肝毒性(10)，綜合過去研究顯示龍葵萃取物確實具有保肝之作用。 
4. 抗癌作用(anti-cancer effect) 

過去已有許多中國醫學期刊報導龍葵及龍葵複方被廣泛用於惡性腫瘤後的
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治療(肝癌、肺癌、胃癌以及膀胱癌)(王泳, 2000)。但其實早在 1982 年就有研究

指出龍葵未成熟果實中的澳洲茄邊鹼(solamargine)及澳洲茄鹼(solasonine)活性成

分具有抗癌之效果(11)。隨後學者利用澳洲茄邊鹼處理多種人類腫瘤細胞株(腸癌

HT-29、HCT-15，前列腺癌 LNCaP、PC-3,乳癌 T47D、MDA-MB-231)，結果顯

示其能抑制癌細胞的增生(12)。而在 2003 年也發現龍葵的成熟果實能抑制乳癌

細胞 MCF-7 的生長(13)。接著陸續有研究針對龍葵的抗癌作用作深入的探討，像

是 Lee SJ 等學者在 2004 年證實龍葵中分離出的醣蛋白成分能降低腸癌細胞

HCT-116 中 PKC 蛋白表現、抑制 NFκB 與 DNA 結合的活性以及促進 NO 的產

生，進而促進腸癌細胞走向細胞凋亡(14)，相似的作用機制亦在乳癌細胞 MCF-7
中發現(15)。除此之外，有文獻提出龍葵萃取物中含有大量多酚(16)。而多酚的

抗癌功效在過去的研究中以被多方證實，因此有學者提出龍葵的抗癌功能可能是

來自於其中的多酚成分。綜合以上文獻可知，龍葵的確具有輔助癌症治療之潛力。 
 
多酚( polyphenol )簡介 
一、多酚背景 

多酚類物質廣泛存在於自然界植物，如蔬菜、水果及藥草中。從 1930 年時，

多酚類中的 rutin 首次發現至今，多酚類一直是多年來被廣為研究的天然物之

ㄧ。多酚類是指有一個或一個以上芳香環，並帶有一個以上烴基，經過縮合及加

成聚合而成的植物二次代謝產物，分子量約介於 500~3000 dalton，主要的生成途

徑為 shikimate pathway 及 acetate pathway(16)。多酚在植物身體內的功能是防禦

紫外線、授粉期的誘蟲劑、助花粉管的出芽、對抗入侵植物體內的細菌、抑制植

物體過氧化作用等，也就是植物本體的防禦與種籽保存繁殖上的重要成分。目前

已有 8000 種以上的酚類化合物結構被發現。多酚結構非常複雜，而依其碳骨架

及化學結構不同可分為四大類：(1)類黃酮；flavonoids，(2)酚酸；phnolic acid，
(3)二苯乙烯；stilbene，(4)木質酚素；lignan，(17, 18)。四類中以類黃酮在食物

中含量最多，而類黃酮有可依其鍵結方式不同可分為六大類：黃酮類(flavones)、
黃酮醇(flavonols)、黃烷酮(flavanones)、黃烷醇(flavanols)、花青素(anthocyanidins)
及異黃酮(isoflavoves)(19)如附圖二(20)。 
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附圖二、六大黃酮類化合物 

(摘自 Am J Clin Nutr, 79: 727-747, 2004.) 
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二、多酚醫學功能 
化學預防為近年許多學者都紛紛投入的研究方向，而其研究對象多以天然化

合物為主，其中以多酚類最為熱門。多酚類化合物具有抗氧化、抗發炎以及預防

腫瘤生成之生物活性。可能因為多酚屬多環性結構，具有共振特性，容易與自由

基結合，進而抑制由自由基所引起的發炎反應。過去對於多酚的研究得知多酚可

與維生素 C 及維生素 E 進行協同作用，共同抑制脂質過氧化的產生(21)。花青素

對於 LDL 過氧化也有抑制效果(22)，類黃酮可抑制 LDL 氧化並具有清除自由基

與螯合金屬離子的能力(23)(附圖三)。而在 2004 年，則學者利用大鼠模式証實葡

萄中的多酚物質(resveratrol)，可藉由抑制前列腺素 D2 生成及 COX-2 表現而減少

大鼠早期腸道發炎之氧化傷害(24)。 

 

 

 

 

附圖三、Flavonoids 與金屬離子結合之位置 
(摘自 Am J Clin Nutr, 68: 258-265, 1998.) 

近幾年研究發現，飲食中的多酚對於健康的效益不只是具有抗氧化或抗發炎

之作用，其亦具有抑制腫瘤生成之活性。流行病學針對多酚飲食與抗癌之間的關

係做統計，報告結果顯示，飲食中的多酚確實能抑制某些腫瘤生成，如下表一。

此外，亦有研究證實綠茶中的多酚物質(EGCG)可抑制多種癌細胞的增生，如血

癌(25, 26)、前列腺癌(27)、胃癌(28)、腸癌(29)、肺癌(30)以及肝癌(31)。除了 EGCG
外，其他之多酚成分亦被證實具有抑制腫瘤細胞增生之作用，而其中作用機轉也

漸漸被探討出。因此綜合過去研究可知，多酚化合物同時具有抗氧化、抗發炎之

以及抑制腫瘤生成之活性可對人體健康有潛在保護作用，故本實驗室亦積極於探

討多酚於抗癌及降低心血管相關之研究。 
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表一、多酚物質抑制多種癌細胞增生之作用   
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細胞週期(cell cycle)簡介 
一、 背景介紹 

真核生物的細胞週期主要分為 G0/G1(gap1）、S(DNA synthesis)、G2(gap2)和
M(mitosis)共四個時期。當細胞受到生長因子的刺激後，會推動整個細胞週期的

進行，讓細胞體積變大、並且大量製造 DNA 複製所需之蛋白質，此階段稱作

G1 期。接著再經由 G1 期進入 S 期，開始進行 DNA 複製讓細胞 DNA 由 2N 變

4N 後進入 G2 期，此階段細胞繼續生長並合成新的蛋白質。最後，走入 M 期的

細胞將會停止生長及蛋白質的合成，並將所有能量集中在細胞分裂的過程中，使

細胞能準確無誤的由一分為二以完成整個細胞週期(32)。由上述可知，細胞週期

中的每一時期均扮演重要角色。因此，為了維持細胞的正常生長，細胞週期必須

受到非常精密的調控。 
細胞週期的調控包括了許多蛋白的參與，主要可分為三類；Cyclins、

Cyclin-dependent kinases(CDKs)以及 Cyclin-dependent kinase inhibitors(CDKi)。其

中 cyclins 會與 cdks 結合形成複合物，而這些複合物的活化及分解調節著週期的

進行(33)。例如，在 G1 早期，cyclin D 會與 CDK4 或 CDK6 形成複合體並活化

這些 kinase 的活性，促使 Rb 進行磷酸化、E2F 轉錄因子的釋放，而這些 E2F 轉

錄因子就能做出更多與細胞週期相關的蛋白，包括 cyclin A、E、CDK1 和 DNA 
polymerase 等(34)。而在 G1 晚期時則是藉由 cyclin E 與 CDK2 複合物來調控，

其會使 Rb 蛋白高度磷酸化，讓細胞週期進入 S 期。Cyclin A 是細胞進入 S 期、

完成 S 期到進入 G2/M 期時所必須的。週期進入 G2/M 期後則是受到 CDK1 和

cyclin A 以及 cyclin B1、cyclin B2 複合物調控，當細胞完成分裂後，cyclin A 和

cyclin B 會被分解，細胞將再度進入 G1 時期，重新展開另一個新的細胞週期。 
而 cyclin-dependent kinases inhibitor(CDKi)在細胞週期中，為一群可以抑制

cyclin/CDK 複合物活性的內生性小蛋分子白。CDKi 主要作用時期包括 G1 期、S
期以及 G2 期。目前發現的 CDKi 主要可分為兩大族群；INK4 家族與 KIP/CIP 家
族。其中 KIP/CIP 家族包含了 p21CIP1/WAF1/SDI1，p27KIP1 以及 p57KIP2。KIP/CIP
所調控的蛋白包括 cyclin E/CDK2，cyclin D/cdc2，cyclin D/CDK6，cyclin A/CDK2 
及 cyclin B/cdc2 等，其作用可抑制大部份 cyclin-cdk 的複合物，阻斷這些複合

物去磷酸化其下游分子。而 INK4 家族的主要成員有 p14、p15INK4B，p16INK4A，

p18INK4C 以及 p19INK4D，其主要功能為抑制 cyclin D/CDK4 之結合及 cyclin 
D/CDK6 之結合且阻止 Rb 釋放 E2F，最終造成 G1 期的停滯現象(35)。 

當細胞受到外界壓力時，會活化某些機制來抑制細胞週期的進行，以便細胞

做修補的動作，這些機制稱為細胞週期檢查點(cell cycle checkpoint)修復完成則繼

續細胞週期，但若無法修復傷害則會走向細胞凋亡。在整個細胞週期中，存在著

兩個主要的細胞週期檢查點，分別為 G1-S cheeckpoint 和 G2 cheeckpoint。以上

所提及的兩類 CDKi 主要都在調控細胞週期中 G1 要進入 S 時期的檢查點。然而，

細胞週期中的另一個檢查點；G2 cheeckpoint 則是透過不同的蛋白所調控。當

DNA 受到傷害時，細胞內會啟動 ATM/ATR 路徑來造成 G2 時期的停滯。ATM，
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全 名 為 ataxia telangiectasia mutated ； 其 功 能 為 磷 酸 化 CHK2 
(Centrosome-associated checkpoint kinase 2)使其轉變為活化態。而 ATR，全名為

ATM and Rad3-related；主要功能是磷酸化且活化 CHK1(Centrosome-associated 
checkpoint kinase 1)。活化後的 CHK2/CHK1 會進一步磷酸化 CDC25(cell division 
cycle 25)家族蛋白上的 14-3-3 結合位，並且吸引 14-3-3 蛋白與其結合，使 CDC25
蛋白滯留在細胞質中(36)。在哺乳動物中，CDC25 蛋白家族有三的成員，分別為

CDC25A、CDC25B 和 CDC25C。此三中蛋白皆能調控細胞週期由 G1 期進入 S
期以及由 G2 其進入 M 期。例如：當以細胞週期要由 G2 進入 M 期時，CDC25
就會將 CDK1 蛋白上的特定位子的磷酸根去除，使去除磷酸根後的 cyclin 
B/CDK1 複合物具有活性，進一步推動細胞週期進入有絲分裂期。因此，若 CDC25
蛋白被滯留於細胞質時，cyclin B/CDK1 無法活化，最終會造成細胞週期停滯於

G2 時期(37, 38)。除此之外，ATM/ATR 亦會活化 p53 路徑，而活化後的 p53 則

會增加 p21 及 14-3-3 蛋白的表現量(39)。大量增加的 p21 蛋白可以抑制 cyclin 
B/CDK1 複合物的活性，來阻止 G2 時期的運行。 
細胞凋亡(cell apoptosis)簡介 
一、背景介紹 

多細胞生物體內細胞的增生與死亡就像天秤的兩端，倚賴兩者間的動態平衡

來維持著細胞衡定(homeostasis)。細胞死亡的方式主要有兩種；細胞壞死(necrosis)
和細胞凋亡(apoptosis)，前者屬被動式死亡，通常是由嚴重的物理化學傷害所造

成，例如：PH 值極端改變、高溫或缺氧等，都會造成細胞膜通透性發生改變而

使細胞膨脹或破裂(40)，是一種非專一性的死亡方式。而上述所提到之主要調控

細胞衡定的死亡方式為細胞凋亡。細胞在正常的生理成長階段或受到外力刺激

時，皆可透過基因調控來主動且耗能的讓細胞有計畫性的邁入死亡，因此又稱程

序性細胞死亡(pogrammed cell death)(41)。在正常的生理狀況，例如在胚胎的型

態發育(morphogenesis)和免疫系統的發育過程中，生物體可透過適度的細胞凋亡

將多餘的細胞或會辨認自身抗原的免疫細胞移除，來維持器官組織的正常以及避

免自體免疫疾病(autoimmune disease)的產生(42)。但若細胞凋亡過度時，大量的

細胞死亡會破壞細胞的衡定進而產生疾病(43)，例如神經退化、AIDS、阿茲海默

症(Alzheimer’s disease)以及帕金森氏症(Parkinson’s disease)等，相反的，若細胞

中凋亡反應受到不當的抑制時，過量不死的細胞往往是癌症的前兆，因此現今針

對治療腫瘤的藥物研究方向有許多都是期望活化腫瘤細胞內的細胞凋亡路徑來

達殺死癌細胞的目的。 
在細胞凋亡的發生過程中，細胞型態上的改變是淺而易見的。初期的特徵為

Phosphatidylserine(PS)由細胞膜內翻至膜外的表層，此時可利用 Annexin VI/ PI
雙染技術來區分正常、凋亡或壞死細胞。而進入凋亡後期時，細胞內的核酸內切

酶(endonuclease)會將 DNA 裂解成不同倍數的 180-200 bp 左右的片段(DNA 
fragmentation)，造成細胞核內的染色質濃染(chromatin condensation)、細胞皺縮

(cell shrinkage)、細胞質中胞器聚集以及細胞膜產生泡狀邊緣 (membrane 
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blebing)，最後細胞膜會將各種胞器及 DNA 片段包覆形成凋亡小體(apoptotic 
bodies)(44)，隨後被鄰近的巨噬細胞吞噬清除以避免細胞發炎反應產生。 
二、 細胞凋亡的訊息傳遞路徑 

細胞凋亡的過程是由基因所調控，而其中所涉及的基因非常繁雜，因此也造

成了凋亡訊息傳導路徑的多樣性。簡單而言，細胞凋亡的機制可分為兩種；死亡

受體活化之訊息路徑又稱外在路徑(death receptor pathway；the extrinsic pathway)
以及粒線體調控路徑又稱內在路徑(mitochondria associated pathway；the intrinsic 
pathway)，此兩種途徑皆會活化 caspase，而活化的 caspase 可切割細胞受質導致

細胞生化及型態學的改變而凋亡(45)(附圖五)。 

 

附圖五、細胞凋亡主要路徑 

(Cardiovasc Res, 45: 528-537, 2000.) 
（1） 死亡接受體活化之訊息路徑(death receptor pathway) 

死亡接受體是一群鑲嵌在膜上的蛋白，屬於 TNFR(tumor necrosis factor 
receptor)家族基因，包括 Fas(Apo-1/CD95)、DR4(TRAIL-R1)、TNFR1 以及

TNFR2，此家族的蛋白皆含有相似 domain 及大量的胱氨酸(cystine)，除此之外，

在細胞質的內側部分皆含有 death domain(46)，可連接“細胞內連結蛋白＂

(intracellular adaptor protein)，來傳達一連串的死亡訊息。以Fas/FasL(CD95/CD95L)
路徑為例，當 Fas 與 FasL 結合會活化 Fas receptor 進行 trimerization，並吸引

FADD(as associating protein death domain)結合至細胞質的內側之 death domain
上，隨後 FADD 則會吸引多分子的 procaspase-8 與其形成一複合體
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DISC(death-inducing signaling complex)，透過改變 procaspase-8 的構形來促使其

活化，最後具有活性的 caspase-8 便會活化下游的 caspase-3、caspase-7 和

caspase-6(47)，此外 caspase-8 的活化也會促使 Bcl-2 家族的 Bid 裂解成 t-Bid，進

而影響粒線體的膜電位，導致 cytochrome c 的釋放而活化了 caspase-3 及

caspase-9(48)，最後的結果都會造成細胞凋亡。 
（2） 粒線體調控路徑(mitochondria associated pathway) 

當細胞受刺激而造成DNA受損、鈣離子濃度失衡、ROS(reactive oxygen 
species)大量產生或是接收到死亡接受體活化的下游訊息時，會改變粒線體膜的

通 透 性 (mitochondria membrane permeabilization) 導 致 粒 線 體 膜 電 位 差

(mitochondria transmembrane potential)的瓦解，而使得粒線體內的促凋亡蛋白大

量釋放到細胞質中，例如cytochromec (49)、Smac/Diablo(50)、AIF(Apoptosis 
inducing factor)(51)以及EndoG (endonuclease G)(52) 等，其中cytochrome c與
Smac/Diablo可促使凋亡小體(Apoptosome；Apaf-1/cytochrome c/caspase-8 complex)
的產生，進一步活化下游caspase-3而導致細胞凋亡，此種屬caspase-dependent cell 
death。而另一種不須經由caspase(caspase-independent cell death)(53)的粒線體死亡

訊息是透過AIF和EndoG從粒線體釋放到細胞質，再由細胞質移動至細胞核內將

DNA片段化(54)，導致細胞凋亡。由上述可知經粒線體引起的細胞凋亡主要是因

為粒線體膜的通透性及電位差改變而造成。過去研究發現，細胞內有一群分佈在

細胞質粒線體外膜、內質網膜以及細胞核膜上的蛋白家族；稱Bcl-2家族，其主

要功能即是調控粒線體膜的完整性(55)。Bcl-2家族因其功能以及含有的BH 
domain不同而分為三類成員：(a)抑制細胞凋亡蛋白群：Bcl-2、Bcl-XL和Mcl-1，
(b)多區塊促細胞凋亡蛋白群：Bax、Bak，(c)單區塊促細胞凋亡蛋白群：Bad、 Bid 
和 Bim。細胞內藉由此三類蛋白間的交互相作用來調控粒線體膜的變化，在正

常情況下，促凋亡蛋白和抑制凋亡蛋白的表現量會維持平衡狀態，但若此平衡遭

破壞則會影響細胞正常的生長及死亡。 例如當Bcl-2表現量大於Bax時，Bcl-2便
可藉由與Bax形成異二聚體(heterodimer)來抑制細胞凋亡，但若細胞受死亡訊號刺

激而使Bax的蛋白表現增加時，Bax便可自行形成同二聚體(homodimer)且結合到

粒線體膜上形成孔洞，改變粒線體通透性及膜電位進而促進細胞凋亡。另外，死

亡接受體活化後亦可透過caspase-8切割Bid，使其形成活化態t-Bid後進一步結合

上粒線體進而改變其通透性，促使細胞凋亡。 
（3） 細胞凋亡執行者- caspase 家族 

Caspase 全名為 Cysteine dependent asparate specific protease， 

為胱氨酸蛋白酵素家族，目前已發現友 14 中 caspase，其中大多參與細胞凋亡過

程(56)。在細胞內 caspase 以非活化態 proenzyme 的形式存在，一但接受到死亡

信號後就會切割成為活化態進而促進凋亡。而 caspase 因角色不同可主要分為兩

類，分別為啟動者 (initiator caspase)(caspase-8、 caspase-9)和執行者 (ffector 
caspase)(caspase-3、caspase-6 和 caspase-7)，啟動者功能為接受死亡信號並促進

並活化下游的執行者，而活化後的執行者則會直接裂解細胞內某些蛋白，如負責



 17

DNA 修補功能的 poly(ADP-ribose)polymerase(PARP)使得 PARP 功能喪失，或是

活化 DNA 水解酶(如 caspase-activated DNase)造成 DNA 不正常斷裂最後導致細

胞凋亡。 
（4） Mitogen-activated protein kinase(MAPK)訊息傳遞路徑 

MAPK 屬 serine/threonine protein kinases，在調控細胞內的各種生理反應上

扮演重要角色，例如增生、分化、發炎以及細胞死亡等。MAPK 訊息傳遞途徑

包含三個以上的蛋白激酶參與：MAP kinase、MAPK kinase(MAPKK)和 MAPKk 
kinase(MAPKKK) 。目前已知的 MAPK 訊息傳遞主要有三種，分別為

ERKs(extracellular responsive kinase)、 JNKs/SAPK(c-Jun NH2-terminal kinase/ 
stress-activated protein kinase)以及 p38 路徑。當細胞在接收外界不同刺激時，會

活化不同 
的 MAPK 路徑來執行不同功能(57)(附圖六)，其中 ERK pathway 的功能主要為調

控細胞增生及分化，許多物質例如生長因子、細胞激素以及致癌物質都可以活化

ERK1/2 路徑來促進細胞增生。過去研究也發現，當 ERK1/2 的路徑被啟動時會

提高癌細胞的生長能力。而 JNKs/ SAPK 與 p38 路徑的活化，則與外來壓力如紫

外線、活性氧或發炎物質(inflammatory cytokines)的刺激以及環境的壓力較有

關，且主要參與調控細胞發炎反應、生長以及細胞凋亡(58)。 
 

 
 

附圖六、MAPK 訊息傳導路徑 

(Oncogene, 17: 3237-3245, 1998.) 
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研究目的 
於行政院衛生署公布「2007 年國人十大死因」統計結果發現，惡性腫瘤已

連續 26 年蟬聯榜首，且平均每 13 分 50 秒就有一人死於癌症，這顯示了癌症對

國人的威脅性極大。雖然在過去幾年已陸續研究出癌化的過程及機轉，也發現許

多致癌的危險因子，但卻無法降低癌症的死亡率，其中原因莫過於癌症治療上的

阻礙。而目前常見的癌症的治療方法中，不論是化學治療或是抗癌藥物的使用往

往會引起病人產生嚴重副作用，甚至有致死的危險性。因此從天然植物中尋找有

效抗癌又安全的草藥複方或化合物儼然已成為近年來的熱門課題之ㄧ。而近幾年

本實驗室也將研究方向轉移至開發天然物中的抗癌成分，期許能藉由健康食品的

攝取來達到預防癌症發生的功效。 

龍葵，為台灣隨處可見的野生植物，且已被證實具有抗氧化、抗發炎、護肝

作用以及抑制癌症發生率之醫學功能。雖然過去已有許多中國醫學期刊報導龍葵

及龍葵複方被廣泛用於惡性腫瘤後的治療，但其中的有效成分及作用機轉仍尚未

討論完全。近年有文獻提出龍葵萃取物中含有豐富之多酚，且多酚已被證實確實

具有抗癌效果。因此，本研究以台灣特有之龍葵全株為材料，探討龍葵之水萃取

物及其中之多酚對人類癌細胞之作用和其中抗癌之分子機制。 
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研究方法 

1. 龍葵水萃取物(SNWE)的製備 
秤取 825 g 龍葵全株(含根、莖、葉、花、成熟及未成熟果實)乾品，稍微清

洗龍葵後修剪成較小片段，加水覆至覆蓋龍葵，靜置隔夜。將靜置隔夜之龍葵加

熱熬煮至沸騰後繼續悶煮 40 分鐘，重複上述動作 3 次，將取得之汁液粗過濾去

除雜質後，放置於烘箱中乾燥去除水分，所得約 88 g 乾燥粉末即為龍葵水萃取

物(SNWE)。產率約為 10.64 %。將乾燥後之萃取物磨碎分裝，而後將其冰在-20℃
冰箱存放。後續之實驗進行均以滅菌水溶解此龍葵水萃取物乾燥粉末作為實驗材

料。在進行各種細胞實驗操作時，由SNWE配置成的各濃度溶液均需先經 0.22 μm 
filter(MILLEX®-HA)過濾除菌方可進行細胞實驗。 
2. 龍葵多酚萃取物(SNPE)的製備 

秤取 100 g 乾燥龍葵水萃(SNWE)粉末，以 300 ml 甲醇溶液浸泡，水浴 50℃， 
3 小時後過濾收集，連續 3 次，將濾液進行減壓濃縮乾燥，而後以 50℃，500 ml
二次水溶解，將濃縮之溶液加入 200 ml 己烷移除色素，取水層(下層)加入 180 ml
乙酸乙酯萃取後取上層溶液，連續萃取 3 次，進行減壓濃縮乾燥，最後加 250 ml
二次水溶解，冰在－70℃放置隔夜，再經真空冷凍乾燥機乾燥為粉末，所得大約

2.31 g 粉末即為龍葵多酚萃取物。產率為 2.31%。後續之實驗進行均以含 50%酒

精之滅菌水溶解龍葵多酚萃取物粉末作為實驗材料。 
在進行各種細胞實驗操作時，由 SNPE 配置成的各濃度溶液均需先經 0.22 

μm filter(MILLEX®-HA)過濾除菌方可進行細胞實驗。 
2. 細胞培養( Cell culture ) 
2-1. 細胞株(Cell line) 

本實驗所使用之細胞株皆購於食品工業研究所，詳細資料如下： 

Cell line Tissue 中文名稱 培養基 

human gastric carcinoma 

(AGS) 

Stomach; adenocarcinoma 人類胃癌細胞 F-12 

human promyelocytic 

leukemia (HL-60) 

Leukemia, acute 

promyelocytic 

人類血癌細胞 RPMI (20%FBS;

懸浮型) 

Hepatocellular carcinoma 

G2 (HepG2) 

Liver, hepatoblastoma, 

human 

人類肝癌細胞 MEM 

Hepatocellular carcinoma 

3B (Hep3B) 

Liver, hepatoblastoma, 

human 

人類肝癌細胞 MEM 

Human lung carcinoma 

(A-549) 

Lung; carcinoma 人類肺癌細胞 F-12 

Human breast 

adenocarcinoma (MCF-7) 

breast; mammary gland; 

adenocarcinoma; pleural 

effusion 

人類乳癌細胞 MEM 
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human breast 

adenocarcinoma(grade III) 

(MDA-MB-231) 

breast; mammary gland; 

adenocarcinoma; pleural 

effusion 

人類乳癌細胞 DMEM 

KB Oral epidermoid carcinoma; 

HeLa contaminant 

人類口腔癌細胞 MEM 

Normal liver cell (Chang 

liver; CL) 

Human, liver 正常人類肝細胞 BME 

培養環境：將培養箱設定5% CO2、37℃的恆溫環境，根據細胞生長速度定期更

換培養液。 
2-2. 解凍細胞 

以人類肝癌細胞(Hepatocellular carcinoma G2; HepG2)為例，將含有HepG2細
胞的冷凍管由液態氮筒快速移至37℃水浴槽，快速解凍兩分鐘後將管內細胞液移

入含有培養液的離心管中，隨後已轉速1000 rpm 離心5分鐘，去除上清液，以含

有10%胎牛血清的新鮮培養基將細胞打勻，而後將細胞液打散入75T 培養皿中，

置於5% CO2、37℃的恆溫環境中生長。 
2-3. 繼代培養 

將人類肝癌細胞—HepG2培養於含有2 mM L-glutamine、1.5 g/L sodium 
bicarbonate、0.1 mM non-essential amino acids、1.0 mM sodium pyruvate以及10% 
fetal bovine serum的Minimum essential medium Eagle培養液中。將培養箱設定5% 
CO2、37℃的恆溫環境，根據細胞生長速度定期更換培養液。待細胞長滿後用1x 
trypsin-EDTA於37℃培養箱作用5分鐘讓細胞脫落，隨後離心1000 rpm; 5 min，去

除上清液，以新鮮培養基將細胞打勻並繼續培養。 
2-4. 凍細胞 

 將人類肝癌細胞-HepG2以1x trypsin-EDTA於37℃培養箱作用5分鐘讓細胞

脫落，隨後以1000 rpm離心5分鐘，去除上清液，再以含有7% DMSO; 10% FBS
的培養基將細胞打勻，分裝置冷凍小管中，再將冷凍小管放入裝有異丙醇的冷凍

保存盒中並於-80℃冰箱隔夜放置，最後將冷凍小管移入液態氮筒即完成。 
3. 細胞毒性測試(Cytotoxicity assay，MTT assay) 

本實驗是應用於測試細胞是否具有活性、存活的方法。此法是根據 Alley 等

人所研究的結果所設計之實驗，其原理為具有活性的活細胞會將 MTT(thiazolyl 
blue tetrazolium bromide)經由粒腺體中氧化去氫酶(dehydrogenase)作用代謝形成

藍紫色結晶，之後再以異丙醇 (isopropanol)將結晶溶出，並於 OD563 nm下測定溶

液吸光，由吸光度的大小可得知有活性的細胞數目多寡，因活細胞才具有活性的

粒腺體酵素，故所測得的吸光值會與活細胞數量成正比關係，而死細胞是無法進

行此作用的，因此利用 formazan 產量的多寡來評估細胞的存活率。若溶液的吸

光值有降低的話，表示細胞有死亡的現象發生，故也可以藉此方法來判定細胞存

活與死亡的情形。 
將 HepG2(4×104 cell/well)培養於 24 well culture plate，加入不同濃度的
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SNWE(0.5、1、2、3 mg/ml)及 SNPE(0.1、0.5、0.75、1、2 mg/ml)處理 24 小時後，

移除舊的培養基(含萃取物)，加入新的培養基和 MTT(0.5 mg/ml)37℃、5%CO2

反應 4 小時，移除培養基以 PBS washing，加入異丙醇將結晶溶出，在 OD563 nm

下測定吸光值的變化。 
4. 流式細胞儀技術分析細胞凋亡及細胞週期停止(analysis of apoptotic cells and 
cell cycle arrest by flow cytometry) 

肝癌細胞株以繼代細胞培養的方式，將細胞種於6-well 培養皿中培養，待細

胞長滿後，分別給予不同濃度SNWE及SNPE處理24小時，之後將培養液收集至

離心管，以PBS清洗培養皿中之細胞，並加入trypsin使細胞懸浮，將含有細胞的

懸浮液一併收集至離心管中，離心後吸去上清液後，加入70%酒精將細胞固定，

置於-20℃冰箱至隔夜。待上機前，再次離心並吸去上清液，再用PBS wash一次

並離心去上清液，加入PI染劑(PI 25 µg/ml，RNase A 50 µg/ml)將細胞懸浮，混勻

後於室溫避光靜置15分鐘，最後將混勻的細胞懸浮液移至專用管中，利用流式細

胞儀(flow cytometry, BD)偵測螢光強度，和控制組比較來換算apoptosis以及各個

時期(G0/G1, S and G2/M phase)的百分比。 
5. DAPI染色法(DAPI stain) 

細胞在進行apoptosis時，會出現染色質濃縮及邊緣化(chromatin condensation 
and margination)、DNA斷裂(DNA fragmentation)、細胞皺縮(cell shrink)、與鄰近

細胞脫離(detach from neighboring cells)並出現細胞膜起泡(membrane blebbing)的
現 象 ， 最 後 會 引 起 凋 亡 體 (apoptosis bodies) 的 形 成 。 DAPI(4, 
6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride hydrate)是常用的一種與DNA結合的

螢光染劑。可以進入細胞核內，插入雙股DNA minor groove中adenine及thymine 
rich的位置，利用DAPI染色後於螢光顯微鏡(340/380 nm)下觀察，可看到細胞核

的形態變化，作為判定細胞凋亡的依據。 
將肝癌細胞株培養後，以trypsin-EDTA將細胞由培養皿中打下，以1000 rpm

離心5分鐘，去除培養液，將細胞調整成4×105 cells/ml培養於6-well的培養皿中，

待細胞貼壁後，更換新的培養液同時加入不同濃度的SNWE與SNPE反應24小
時，移除舊培養液，以PBS洗3次。將細胞以4% paraformaldehyde室溫固定細胞

30分鐘，以PBS洗1次。隨後用DAPI(1 μg/mL)染色30分鐘 再以PBS清洗細胞3次。

將細胞浸潤於PBS中後利用螢光顯微鏡，在波長340/ 380 nm excitation之下觀察細

胞型態。 
6. DNA 斷裂之測定(DNA fragmentation assay) 

參與 DNA 分解的重要酵素稱為 CAD(一種 DNase)，在正常的細胞內有一種

蛋白質叫做 ICAD(inhibitor of CAD，又叫作 DNA fragmentation factor 45)，平常

的狀態下可抑制 CAD 的活性，使其不能分解 DNA；但是在 apoptosis 的過程中，

ICAD 會被以 caspase 3 為主的 caspases 給切割而失活，當 CAD 不再受到抑制後，

它便會展現高度的活性(其活性比 DNase I 和 DNase II 強)，迅速的將 DNA 分解

為碎片，且因 apoptosis 是一種程序性的過程，所以被裂解的 DNA 碎片會成如同
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階梯般的等距片段。 
收集經 SNWE 與 SNPE 處理 24 小時之細胞，經 1800 rpm，4 ℃離心 10 分

鐘後，使用 DNase Tissue kit(購自美國 Cell Signaling Technology 公司)抽取

DNA，溶於 AE buffer(10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8.0)，以 2% agarose gel 
eletrophoresis。完成後取出膠片，置於 GELSTAR GEL STAIN10000 中進行染色

30 分鐘，而後直接以 UV 光激發並拍照。 
【註】2% Agarose gel(100 ml)配方：稱取 2 g 的 agarose 粉末，以去離子水配置

成 100 ml、混合均勻後放入微波爐中加熱至溶液呈現透明無色(約 2 分鐘)，以冷

水稍微降溫後將溶液到入鑄膠器中，待膠凝集後即可置入 4℃冰箱備用。 
7. 蛋白質萃取及定量 
7-1. 蛋白質萃取物之製備 
    收集 SNWE 與 SNPE 處理之細胞，經 1800 rpm，4 ℃離心 10 分鐘後去除上

清液，加入細胞溶解緩衝液 (RIPA buffer:150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% 
deoxycholic acid, 0.1% SDS, pH 7.5) 及 蛋 白 質 水 解 酶 抑 制 劑 (sodium 
orthovanadate(100 mM/ml)，leupeptin(10 mM/ml)及 PMSF(100 mM/ml))，在 4 ℃
下震盪 4 小時，再以 4 ℃高速離心 10,000× g，10 分鐘，吸取上清液到新的微量

離心管中，儲存在-70℃，此上清液即為細胞全部蛋白之萃取液。 
7-2. 蛋白質定量 
    利用 Coomassie brilliant blue G-250 會和蛋白質結合成藍色之複合物，於波

長 595 nm 下有一較大之吸光值，以此定量蛋白質。首先以 BSA (bovine serum 
albumin)為蛋白質標準溶液，配置不同濃度 BSA 作標準曲線，以換算樣本細胞萃

取液之蛋白質濃度。取 30 μl 細胞萃取液加入 1 ml 的 Coomassie blue，在室溫下

反應 1 分鐘，於波長 595 nm 下測定吸光值變化。 
【註】BSA 標準曲線配置：將 8 mg/ml 的 BSA 以序列稀釋的方式分別稀釋成最

終濃度為 1.6、1.2、0.8、0.4、0.2(mg/ml)的 BSA，再取 30 μl 的各濃度 BSA 加入

1 ml 的 Coomassie blue，在室溫下反應 1 分鐘，於波長 595 nm 下測定吸光值變

化，劃出標準曲線。 
8. 西方墨點法 (Western blotting) 
8-1. 樣品(sample)配置 

取定量之蛋白液(70 μg)，以去離子水補至固定體積後加入五倍的 loading dye
混合均勻並以 95℃加熱 10 分鐘，待加熱完將樣品至於冰上快速冷卻 5 分鐘隨後

以 8000 rpm 離心 5 分鐘即可。 
【註】五倍的 loading dye 配製(10 ml)：秤取 0.77 g DL-Dithiothreitol (DTT)與 1 g 
sodium dodecyl sulfate(SDS)，以 4 ml 的 1 M Tris-base (pH 6.8)於 50℃加熱至完全

溶解，之後再加入 5 ml Glycerol 和 0.3 ml 的 0.005% Bromophenol Blue 混合均勻

即可。 
8-2. 鑄膠 

將電泳玻璃洗淨後擦拭，組裝至電泳座上固定，若要分析小分子蛋白則配置
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12~15%的下層 separating gel；若要分析的是大分子蛋白就配 8~10%的 separating 
gel。將配下層膠所需溶液混勻後注入玻璃片中置固定高度(約留 1.5 cm 鑄上膠)，
加入 30%酒精把下膠壓平，待膠凝集後將 30%酒精到掉並吸乾。隨後配製上層

stacking gel 並注入玻璃片中，插入電泳槽齒梳，待上膠凝後以去離子水將殘

留在 well 內的上膠清洗乾淨。 

【註】 

  

 

 

 

 

 
8-3. SDS-PAGE 

首先將電泳液(running buffer)倒入電泳槽內槽中，再把處理好之蛋白質樣品

小心注入 well 中，勿使樣品溢出 well，其中依個 well 注入 protein standard marker，
樣品 loading 完後持續加入新的電泳液於內槽至覆蓋整個玻璃。連接電泳槽與電

源供應器，打開電源，先以 70 伏特電壓開始跑，直至樣品跑過 stacking gel 與
separating gel的交界處後再切換成 100伏特電壓，當色帶跑至底線時才停止電泳。 
8-4. 蛋白樣本之轉漬(electrotransfer) 

電泳完畢後將膠體取出，截去多餘的部份，將膠體至於兩張經轉漬液(transfer 
buffer)濕潤過的濾紙上，膠體上面再放上與膠體大小相同的硝化纖維膜(硝化纖維

紙也需事先經轉漬液浸溼)，再放上兩張浸濕的濾紙，並用玻璃棒趕走夾在各層

中的氣泡，最後用含有海棉襯墊的夾板夾緊，放入轉漬槽中(槽中要放冰盒)，以

固定 100 伏特轉漬 2 小時。 
8-5. 免疫墨點法(immunoblot) 

轉漬完將硝化纖維紙取出，以 5% blocking buffer 於室溫下作用 1 小時。隨

後將 blocking buffer 到掉，再以 TBS-tween 漂洗三次 10 分鐘。換上一級抗體，

置於 4℃下作用 overnight，隔天再以 TBS-tween buffer 漂洗三次 10 分鐘，接著換

上二級抗體，於室溫下反應 1 小時，再以 TBS-tween buffer 漂洗三次 10 分鐘，

最後加入 ECL 顯色，並以冷光儀偵測。 
9. 免疫沉澱反應(immunoprecipitation) 

取 300 μg 的細胞蛋白質萃取物，加入其中一份所要觀察的蛋白質之專一性

初級抗體(1:200)，於 4℃下溫和搖晃反應隔夜後，加入 20 μl protein A sepharose 
beads(50%)於 4℃下反應 1~3 小時。待反應結束後以 13200 rpm 離心 0.5 分鐘讓
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beads 離下來，以已加蛋白質抑制劑的 RIPA buffer 清洗兩次，高速離心後去除上

清液，在加入 20 μl 3X SDS sample buffer(包含 187.5 mM Tris-HCl, 6%(w/v) SDS, 
30% glycerol, 150 mM DTT, 0.03%(w/v)bromophenol blue)於 95℃加熱 10 分鐘來

終止反應，最後以西方墨點法分析。 
10. 裸鼠實驗 

實驗所用之五週大裸鼠(BALB/cAnN-Foxn1nu/CrlNarl)購於國家實驗動物

中心，飼養於中山醫學大學實驗動物中心之 IVC (individually ventilated cage)室，

並控制房內溫度在 22±2℃、溼度為 65±5%，光照與黑暗時間各為 12 小時。 
10-1. 腫瘤生長實驗 

實驗設計：將 400 μl 的 matrix gel 懸浮 5×106 個 HepG2 細胞，隨後注射入五

週大之裸鼠的下背部以誘導腫瘤生成。一週後將裸鼠隨機分為六組並開始分別餵

食一般飼料、龍葵水萃取(1%, 2%, 3%)及多酚萃取物(0.1%, 0.2%)飼料，每日每隻

餵食 5 g，連續餵食 28 天，餵食期間定時觀察並每週測量腫瘤大小一次。四週實

驗期間結束後，將裸鼠進行拍照紀錄，隨後以二氧化碳灌注進行犧牲並取其腫瘤

秤重。 
10-2. 血管新生實驗 

實驗設計：將五週大之裸鼠以每組五隻為單位隨機分為四組，分別為控制組

(裸鼠的下背部兩側單獨注入 400ul 的 Matrigel)、對照組(於兩側注入 400ul 
Matrigel 與 200ul HepG2(5×106)細胞的混合液)以及兩個加藥組(於兩側注入 400ul 
Matrigel、200ul HepG2 細胞與 0.25mg/ml 或 0.5mg/ml 之 SNPE 的混合液)。在完

成注射動作後，以正常飼料餵食 15 天後犧牲，觀察注射部位血管新生的情形。 
11. 雞胚胎絨毛膜試驗(chicken chorioallantoic membrane ; CAM) 

本實驗是將九天大的雞胚胎，於雞蛋的氣室端(頓端)以及一邊側端各鑽一個

小孔(注意不要傷到胚胎的血管)，之後利用吸取器吸住頓端之氣室端，使氣室移

至側邊鑽孔的位置，即形成側邊人工氣室，隨後將側邊人工氣室孔洞附近的蛋殼

小心的剝離，使孔洞擴大一些，最後以保鮮膜覆蓋孔洞的地方並將雞胚胎置於培

養箱中培養 24 小時。 
24 小時後取出雞胚胎，於雞胚胎孔洞中的大血管旁滴入 15ul Matrigel 與 15ul 

PBS 的混合液，作為控制組，而對照組則是滴入 15ul 的 HepG2 細胞懸浮液(1×107

溶於 1 ml PBS)與 15ul 的 Matrigel 之混合液，此外還有兩個加藥組，是分別滴入

Matrigel、HepG2 細胞懸浮液與 0.25 mg/ml 或 0.5 mg/ml SNPE 之混合液。動作完

成後再以保鮮膜封住，將雞胚胎置於培養箱中繼續培養，於 4 天後觀察滴入位置

(突起)的血管新生情況，並計數其周圍的血管數。 
12. 統計分析(Statistical analysis) 

數據以 means ± SD 表示。利用 Student t-test-Unpaired 來評估統計差異。P＜
0.05 表示具有顯著差異。 
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研究結果 

1. 龍葵水萃取物(SNWE)對九種癌細胞株之毒性測試 
為了探究龍葵萃取物之抗癌能力，我們將九種不同的人類腫瘤細胞株各加入

不同濃度的 SNWE 培養 24 小時後，利用 MTT 之細胞毒性試驗法觀察細胞存活

情形。結果顯示 SNWE 能促使此九種人類腫瘤細胞的死亡，並且隨著處理 SNWE
的濃度增加，其細胞致死的能力越明顯(Tab. 1)。而 AGS(胃癌細胞)、HL-60(血癌

細胞)及 HepG2、Hep3B(肝癌細胞)這四種癌細胞株都對 SNWE 有著高度的感受

性，僅需微量的 SNWE 即可達到半致死劑量(IC50)。相較於胃癌、血癌與肝癌之

細胞株，SNWE 則對於 A549、H1299(肺癌細胞)、MCF7、MDA-231(乳癌細胞)
與 KB(口腔癌細胞)則抑制能力相對較低(IC50 >3 mg/ml)。由結果可知，HepG2 和

Hep3B 此兩株肝癌細胞對 SNWE 有著特別的感受能力，所需的劑量最小，其中

又以 SNWE 抑制 HepG2 細胞的效力最好，因此接下來的實驗均以 HepG2 作為實

驗材料。 
2. 龍葵多酚萃取物(SNPE)引發肝癌細胞死亡 

由 Fig.2 得知 SNWE 能有效促使肝癌細胞死亡，我們接著確認是否 SNPE 也

具有此能力。將 HepG2 細胞，處理不同劑量之 SNPE 培養 24 小時後，利用 MTT
細胞毒性試驗法觀察癌細胞存活率之情形。 
結果顯示 SNPE 亦能有效促使 HepG2 細胞死亡，且半致死劑量只須 0.85 
mg/ml(Fig. 1)。另外我們也在另一肝癌細胞 Hep3B 中得到相似的結果。 

此外也以肝癌細胞 HepG2 處理不同劑量 SNWE 及 SNPE 後，分別在 24、48、
72 及 96 小時後利用 MTT 細胞毒性試驗法觀察癌細胞存活率之情形。結果顯示：

1 mg/ml SNWE 和 0.5mg/ml SNPE 能有效降低肝癌細胞 HepG2 的存活率分別長

達 96 小時及 48 小時(Fig. 2 )。 
3. 龍葵水萃取物(SNWE)與多酚萃取物(SNPE)誘導 HepG2 細胞之凋亡現象 

為了評估 SNWE 與 SNPE 對於抑制 HepG2 肝癌細胞生長的機制是否為促進

細胞凋亡，因此利用以下的實驗來釐清。 
（1） DAPI stain： 

利用 DAPI 染劑，觀察 HepG2 細胞受到 SNWE 或 SNPE 刺激之後細胞核的

變化情形。由 Fig. 3 可知以 HepG2 細胞處理濃度 0-3 mg/ml SNWE 和 0-1 mg/ml 
SNPE 作用 24 小時後，細胞開始出現典型的細胞凋亡特徵(細胞皺縮、細胞膜不

規則及出現凋亡小體之現象)且隨著 SNWE 以及 SNPE 的劑量增加，細胞出現凋

亡特徵的數目也逐漸增加。在 HepG2 處理 SNWE 濃度為 1.0 mg/ml 時，部份細

胞開始出現細胞質減少及核濃染(亮藍色)的現象(Fig. 3A)；另外，當細胞處理

SNPE，且濃度為 0.5 mg/ml 時，HepG2 細胞就出現了細胞凋亡特徵及凋亡小體

(apoptotic body)當 SNPE 濃度提高至 1.0 mg/ml 時即可看到非常明顯的核濃染現

象(Fig. 3B)，顯示 HepG2 細胞對於 SNPE 的感受性要比 SNWE 來得高，也意謂

著 SNPE 對於癌細胞之細胞毒性也比 SNWE 有效，應用價值較高。 
（2） DNA fragmentation： 
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在細胞發生凋亡的過程當中，會發生細胞核內的 DNA 會被核酸水解酶

(endonuclease)裂解成片段，稱之為 DNA fragmentation，故 DNA 斷裂可視為細胞

走向凋亡的一項重要指標。在結果中發現 HepG2 細胞處理 SNWE 作用 24 小時

後，在 SNWE 濃度需要高達 3.0 mg/ml 時，我們才可以觀察到少許的 DNA ladder
現象(Fig. 4A)相對的，SNPE濃度僅需 1.5 mg/ml時，就可以明顯地觀察到DNA 斷
裂現象(Fig. 4B)，也呼應前面 DAPI 染色法所觀察到之結果，相較於 SNWE，少

量的 SNPE 即可誘導細胞產生凋亡現象。 
（3） Flow cytometric analysis 

我們進一步使用流式細胞儀來量化 SNWE 和 SNPE 所造成 HepG2 細胞凋零

死亡的程度。流式細胞儀分析的結果，當 HepG2 肝癌細胞處理 SNWE 濃度為 2 
mg/ml 時，分析 subG1 phase 有明顯的死亡細胞族群(apoptotic peak)出現，意謂著

在這個劑量之下，有部分細胞呈現細胞凋亡的狀態，與正常組比較有約 44.17%
的增多，而後續劑量也明顯呈現濃度依賴性的現象，尤其當 SNWE 劑量增加至 4 
mg/ml 時即有 90%以上的細胞死亡現象(Fig. 5)。另外，當 HepG2 肝癌細胞處理

SNPE 濃度為 1.5 mg/ml 時，分析 sub G1 phase 即有大量 apoptotic peak 出現，增

加的趨勢由正常組的 0.42%增加到 42.14% (Fig. 6)，顯示HepG2在此劑量的 SNPE
刺激之下會大量走向細胞凋亡。 
4. 龍葵水萃物(SNWE)對 HepG2 細胞凋亡相關蛋白之影響 
（1）SNWE 促進 Fas/ FasL 表現及 caspases 的活化 

已知 caspases 的活化在細胞凋亡過程中扮演著非常重要的角色。當細胞中

FasL 與其接受器 Fas 結合後可以活化下游的啟動者 caspase-8，活化後的 caspase-8
可促進執行者 caspase-3 的切割及活化，最後造成 PARP 裂解並導致細胞凋亡。

在此，我們利用西方點墨法觀察 SNWE 對上述蛋白的影響，發現在以 SNWE 處

理 HepG2 細胞時能誘導 Fas 及 FasL 的表現，且在 3mg/ml 劑量下有大量增加情

形(Fig. 8A)。我們進一步觀察其下游 caspase-8 及 caspase-3 的表現，結果發現

HepG2 在處理 SNWE 後能促使 caspase-8 及 caspase-3 切割成活化態並造成 PARP
蛋白的裂解(Fig. 7)。 
（2）SNWE 對 HepG2 細胞內 Bcl-2 family 的影響 

由先前文獻可知活化的 caspase-8 可切割 Bcl-2 family 中的 Bid 蛋白使其裂解

成 t-Bid。而 t-Bid 便會由細胞質跑到粒線體膜上，引發粒線體膜電位改變最後可

促使細胞凋亡。而在 Fig. 8B 的結果顯示 SNWE 的處理能增加 HepG2 細胞中的

t-Bid 蛋白產生。另外我們也觀察了促凋亡蛋白；Bax 及抗凋亡蛋白；Bcl-2 的表

現，結果發現 SNWE 並不影響此兩蛋白表現。 
（3）SNWE 對 HepG2 細胞 MAPK 路徑之影響 

MAPK 路徑調控著許多的細胞生理反應，也包括了細胞凋亡。因此接下來我

們想瞭解 SNWE 是否是透過 MAPK 路徑來促使凋亡產生？我們利用西方點墨法

觀察經 SNWE 處理後的 HepG2 細胞中 MAPK 蛋白(ERK、p-ERK、JNK、p-JNK、
p38 和 p-p38)表現。結果我們在 Fig. 9 中得知，無論是有無磷酸化的 ERK、JNK
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以及 p38都不會受到SNWE處理而影響。由以上結果可知SNWE並非透過MAPK
路徑來引起 HepG2 細胞凋亡。 
5. 龍葵多酚萃取物(SNPE)對 HepG2 細胞凋亡相關蛋白之影響 
（1）SNPE 促進 Fas 蛋白表現及 caspases 的活化 

在 Fig. 10 中可發現以 1 mg/ml 的 SNPE 處理 HepG2 細胞就可看到有

caspase-8、caspase-9 以及 caspase-3 的切割形式產生，而在相同的 SNPE 劑量處

理下也發現有 Fas 蛋白的大量表現的情形(Fig. 11)。有此結果可知，SNPE 所活化

的凋亡路徑下游與 SNWE 相似，其可能機制為增加 Fas 的表現量使其與 FasL 結

合增加，而接著促進 caspase-8 的活化，活化後 caspase- 8 再進一步活化 caspase- 
3 或改變 Bcl-2 family 蛋白結構而促使 caspase- 9 活化來促進細胞凋亡。另外我們

也觀察在到 PARP 蛋白的原始形態有減少趨勢，表示其有被活化的 caspase-3 所

切割的可能。 
（2）SNPE 對 HepG2 細胞內 Bcl-2 family 的影響 

由 Fig. 11 結果圖中發現，在 HepG2 細胞受到 1 mg/ml 的 SNPE 刺激時可觀

察到 Bid 的 inactive form 有減少的趨勢。另外，Bcl-2 蛋白的表現則會隨著處理

之 SNPE 劑量增加而逐漸下降。 
（3）SNPE 對 HepG2 細胞 MAPK 路徑之影響 

為了進一步探討 SNPE 促進 HepG2 細胞凋亡的機制，我們一樣利用西方點

墨法來觀察細胞中 MAPK 家族蛋白的表現及活化情形。其結果顯示，以 SNPE
處理 HepG2 細胞後同樣不會影響 ERK、JNK 以及 p38 的磷酸化情形(Fig. 12)。 
6. 預先處理 MAPK 抑制劑對 SNPE 誘導 HepG2 細胞凋亡之影響 

為了更加確認 MAPK 路徑是否參與 SNPE 誘導 HepG2 細胞凋亡的過程中，

我們分別以 ERK、p38 以及 JNK 蛋白的抑制劑(PD98059、SB203580 和 SP600125)
事先處理細胞一小時後再以 Flow 分析其有無改變凋亡現象。結果顯示，無論是

處理 ERK、p38 或 JNK 抑制劑都無法減少 HepG2 細胞處理 SNPE 後誘導的 subG1
期之比例(Fig. 13)。因此，依據此實驗結果我們可以更加的確定 MAPK 路徑並不

參與在 SNPE 誘導 HepG2 細胞凋亡的過程中。 
7. 低劑量 SNWE 以及 SNPE 誘導細胞週期停滯於 G2/M 時期 

由 Fig. 14-15 中 Flow 結果得知在 SNWE 1mg/ml 以及 SNPE 0.75 mg/ml 時就

開始有 subG1 期的產生，代表細胞正要邁向細胞凋亡，但在細胞處理 SNPE 0.5 
mg/ml 的劑量下則發現其 subG1 並不明顯，但是細胞週期有停滯於 G2/M 的趨

勢。因此，我們便想進一步瞭解，若以低劑量 SNWE 以及 SNPE 處理，是否會

對 HepG2 細胞之週期有所影響？所以我們分別以 0.1- 0.75 mg/ml 的 SNWE 以及

0.1- 0.5 mg/ml 的 SNPE 處理 HepG2 細胞，結果發現，在處理低劑量 0.1 mg/ml
的 SNWE 與 SNPE 即可使其 G2/M 期的百分比分別由 19.57%和 18.41%增加至

23.9%與 21.13%。若將 SNWE 劑量提高至 0.75 mg/ml 時則發現 G2/M 期明顯 的
增加至 31.76%，而 SNPE 則只需 0.5 mg/ml 即可增加 G2/M 期的百分比至 31.62%。
因此，由以上結果可知，低劑量的 SNWE 和 SNPE 會誘導細胞週期停滯於 G2/M



 28

時期，且 G2/M 期的百分比會依據處理劑量增加而增加，呈現 dose-dependent 趨
勢。 
8. 龍葵多酚萃取物 SNPE 抑制細胞週期調控蛋白 cyclin B 與 CDK1 的結合以及

降低 Cdc25C 的表現 
由過去文獻可知 cyclin B/CDK1 複合物為促進細胞週期由 G2 進入 M 期的重

要調控因子。且而在 Fig. 15 的結果中我們看到了 SNPE 誘導 HepG2 細胞週期停

滯於 G2/M 的現象。因此我們想進一步瞭解，是否 SNPE 會透過影響 cyclin 
B/CDK1 複合物來抑制細胞週期進行。在此我們利用免疫沉澱法與西方點墨法證

實，SNPE 在 0.75 mg/ml 的劑量下的確可以些微降低 cyclin B 與 CDK1 的結合，

但此抑制效過並不明顯且在 0.25 mg/ml 及 0.5 mg/ml 的 SNPE 處理下 cyclin B 與

CDK1 的結合皆不受影響(Fig. 16)。 
當細胞週期要由 G2 進入 M 期的過程中，需透過 CDC25C 來將複合物中

CDK1 蛋白上 Threonine-14 及 Tyrosine-15 位子的磷酸根去除，方可使 cyclin 
B/CDK1 活化，而促進細胞週期 G2/M transition。因此，我們下一步就去分析 SNPE
的處理是否會影響 CDC25C 蛋白表現。從結果中得知，CDC25C 蛋白表現會隨

著處理 SNPE 的劑量增加而下降，在 0.5 mg/ml 及 0.75 mg/ml 時幾乎達到完全抑

制的效果(Fig. 17)。 
9.  龍葵水萃(SNWE)與多酚萃取物(SNPE)對於裸鼠之抗腫瘤作用 

綜合以上 in vitro 試驗結果得知 SNWE 及 SNPE 能透過促進細胞週期停滯於

G2/M 以及誘導細胞凋亡來抑制 HepG2 肝癌細胞生長。為了確認 SNPE 在 in vivo
的情況下是否也具有抗腫瘤生長的能力，因此我們利用裸鼠皮下注入肝癌細胞的

模式來進行分析。結果由 Fig. 18 顯示，在餵食 1%的 SNWE 條件下即能明顯抑

制裸鼠皮下腫瘤的體積及重量，而隨著餵食劑量增加 2%及 3%時腫瘤抑制效果

更好。另外，在餵食 SNPE 的組別中更發現到只要餵食 0.1%的 SNPE 就能幾乎

完全抑制腫瘤的生長(Fig. 19)，由此結果証實了 SNWE 和 SNPE 的確具有抗腫瘤

的效力。 
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討論 
癌症是人類目前最難戰勝的頑症之ㄧ，亦是全球醫學極欲克服的一大難題。

癌症的治療方法主要有手術、化療、放療、中草藥和生物治療等，在臨床上往往

需幾種方法配合應用。隨著中草藥治療癌症研究的不斷深入，其在增強機體自身

對癌細胞的免疫以及促進癌細胞凋亡兩方面獨特的療效和較低的有毒副作用，越

來越引起人們關注。 
龍葵，含有生物鹼、醣蛋白、多醣以及多酚等功能性成分，已有許多文獻證

實龍葵中的生物鹼、醣蛋白、多醣成份皆具有殺死癌細胞之作用。相較之下，其

中的多酚成分則較鮮為人所探討。因此，本實驗遂以龍葵作為題材，且萃取其中

豐富之多酚，來研究其是否具有抗癌效果並進一步探討其中機制。 
在以 MTT 試驗來分析 SNWE 對 AGS(胃癌細胞)、HL-60(血癌細胞)、HepG2、

Hep3B(肝癌細胞)A549、H1299(肺癌細胞)、MCF7、MDA-231(乳癌細胞)與 KB(口
腔癌細胞)等九種癌細胞株是否產生細胞毒性。發現在九種癌細胞中，HepG2 細

胞對 SNWE 的毒殺反應較為敏感，僅需 1.11 mg/ml 即達半致死劑量，因此選擇

HepG2 細胞作為研究對象。另外我們也觀察了 SNWE 是否亦會對正常肝細胞株

有毒性，因此以 chang liver 細胞作為正常肝細胞的代表，來分析 SNWE 對其的

影響。結果發現在處理 3mg/ml 的 SNWE 劑量時，chang liver 細胞仍有 80%以上

的存活率。此結果符合了篩選抗癌藥的準則，即藥物能專一性針對癌細胞作用，

而不對正常細胞產生傷害。此外，我們發現 SNPE 對於 HepG2 細胞的半致死劑

量為 0.8 mg/ml，較 SNWE 來的低，由此可知多酚成分對癌細胞的毒殺性較強。 
細胞的死亡方式主要有兩種，分別為細胞壞死以及細胞凋亡，其中細胞凋亡

的死亡方式較具專一性。過去發現的抗癌藥物作用機轉有許多都是促進癌細胞凋

亡，這些結果可藉由細胞產生核濃染、DNA 斷裂以及細胞週期之 subG1 期增加

來得到證實。而在本篇中也發現到相似的結果，無論是經 SNWE 或 SNPE 刺激

後，特定時間內細胞都有上述的三個凋亡指標出現，由此判斷 SNWE 和 SNPE
促進的細胞死亡是透過凋亡的過程。另外在 DNA 斷裂的結果中可發現，SNWE
在處理 3 mg/ml SNWE 時開始有較明顯的斷裂現象，然而 SNPE 卻只需 1.5 mg/ml
即可達相同結果。藉由觀察核濃染與 SubG1 期可呼應了上述的 SNPE 對癌細胞

的毒性較 SNWE 高。 
在 Fig. 7-8 的結果顯示：隨著 SNWE 處理 HepG2 肝癌細胞的濃度增加，細

胞內促細胞凋亡蛋白 caspase 3、8、cleaved PARP、t-Bid、Fas、FasL 都有增加的

趨勢。過去文獻也證實 Fas 與 FasL 的結合可啟動死亡接受體的凋亡訊息，並藉

由切割 caspase 8 而進一步活化 caspase 3 及 Bid 來促使凋亡發生(47)。而由本實

驗的結果可說明 SNWE 可能透過此路徑來誘導 HepG2 細胞凋亡。然而在 SNPE
處理方面，亦觀察到 caspase 家族的活化及 Fas 的增加趨勢。由此可知 SNPE 與

SNWE 引發凋亡的機制也許相似。 
我們接著探討 SNWE 與 SNPE 引發凋亡的上游路徑，由本篇結果得知 SNWE

以及 SNPE 會促進 Fas 的表現。而過去文獻指出許多的抗癌物質所誘導癌細胞凋



 30

亡的機制是由 MAPK 家族中 P38 及 JNK 接受刺激而進一步活化下游的轉錄因子

c-jun，而活化後的 c-jun 即可促使其 target gene；Fas 和 FasL 表現增加(60-62)。
因此我們在本篇中也觀察了細胞經 SNWE 和 SNPE 處理後之細胞內 MAPK 家族

磷酸化情形。但結果與先前文獻相異，我們發現無論是在 SNWE 或 SNPE 的處

理下 MAPK（ERK-p、JNK-p 和 p38-p）家族的活化情形皆不受影響。為了更一

步確認此結果，我們也用了此三種蛋白的專一性抑制劑來反證。所得結果亦證明

SNWE 和 SNPE 誘導 HepG2 細胞凋亡不走 MAPK 調控路徑。此外，也有文獻指

出 P53 轉錄因子亦可促進 Fas 的轉錄(63)，且在 2000 年的文獻發現，由 Fas 誘導

的腸癌細胞凋亡必需依賴 p53 來調控(64)。因此我們下一步可以朝這個方向去做

進一步探究，看是否 p53 參與在 SNWE 及 SNPE 誘導的細胞凋亡。由於引發細

胞凋亡的原因很多，因此除了 Fas/FasL 路徑之外，其他調控細胞凋亡的路徑也

十分多樣化。例如 ROS 的累積或 ER stress 等都可引發 
細胞凋亡。且有研究證實，不論是大量 ROS 堆積或 ERstress 都可藉由破壞粒線

體膜電位及引發 caspases 的活化來達到促進細胞凋亡的目的(65)。因此，雖然本

實驗結果顯示 MAPK 並不參與 SNWE 與 SNPE 誘導的細胞凋亡，但其可能透過

其他訊息路徑來調控，而這個部份仍需繼續做探討。 
在過去研究癌症相關原因時發現，在許多的腫瘤細胞中都發現到細胞週期相

關蛋白過度活化的情形。例如在肝癌、肺癌、胃癌及腸癌細胞中發現調控 G1 時

期的 cyclins 蛋白過度表現(66-68)。而最近的研究則發現神經膠質瘤細胞中，調

控 G2/M 期的 CDC2/cyclinB1 蛋白有異常大量表現的情形(69)。由這些報告可知，

無論是細胞週期的哪個環節出錯，都會使細胞過度增生而產生癌化。因此，目前

已有許多報告指出，抑制癌細胞細胞週期的進行也是許多抗癌藥抑制腫瘤生長的

方法之ㄧ。所以在本篇研究中，特別利用 PI 染色觀察了低劑量的 SNWE 及 SNPE
是否對 HepG2 之細胞週期有影響。結果發現在處理此兩種萃取物的低劑量條件

下，皆能誘導 HepG2 細胞週期停滯在 G2/M 時期。而我們也在低劑量的 SNPE
處理後觀察與細胞週期 G2/M 停滯有關之調控蛋白，結果顯示隨著 SNPE 處理的

劑量增加能明顯抑制 CDC25C 蛋白的表現。而從過去文獻可知，CDC25C 蛋白

的主要功能為促進細胞由 G2 進入 M 期的重要調控因子(37)，所以由此結果 
判斷 SNPE 能抑制 CDC25C 表現而進一步促進 HepG2 細胞週期停滯於 G2/M 時

期。過去文獻發現，許多藥物可透過促進 CHK1/2 激酶在 CDC25C 蛋白特殊位子

上接上磷酸根，使 CDC25C 被 14-3-3 蛋白結合上，使 CDC25C 無法進入核內而

導致週期停滯(70)。而本實驗只做出了初步的結果，所以往後可針對 CDC25C 蛋

白的調控做深入的探討。 
我們另外發現一個有趣的事，由於我們在 MTT 的實驗結果顯示，SNPE 所

造成的 HepG2 細胞半致死劑量為 0.8 mg/ml，但從 flow 的結果中卻看到在 1.5 
mg/ml 的 SNPE 劑量才有將近一半的細胞出現於 subG1 時期，而 DNA 斷裂情形

也是在處理 1.5 mg/ml 的 SNPE 劑量時才出現，因此我們便試圖尋找造成此差異

性之可能性。由於過去文獻證實除了細胞凋亡的機制之外，亦存在另一種細胞程
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序性死亡方式，即為細胞自噬作用。而細胞自噬的一個明顯特徵為細胞中會出現

許多大小不一的囊泡，這是由於細胞自噬其中胞器而產生的現象，而此現象也出

現在以 SNPE 處理 HepG2 後，我們接著以西方點末法來分析 LC-3 蛋白(參與自

噬作用的必需蛋白)，結果發現 SNPE 的處理的確會促進 LC-3 蛋白的表現。因此

我們合理懷疑，SNPE 除了誘導 HepG2 走向細胞凋亡外，也可能同時引發了細胞

的自噬作用。 
自古到今，將龍葵用於治療疾病的例子屢見不鮮。除此之外，在中草藥豐富

的中國，更有報告指出龍葵或其複方可用於輔助治療多種惡性腫瘤。由此可見，

龍葵的確在抗癌的方面上具有一定的功效。但現今社會多注重科學證據，因此為

了肯定龍葵的神奇功效，已有許多科學家紛紛證實了龍葵中的成分確實具有抗癌

之功效。 
綜合本篇的研究結果得知，龍葵水萃取物及多酚萃取物經可以誘導肝癌細胞

HepG2 之細胞週期停滯於 G2/M 時期，此外亦可促進細胞凋亡。本研究結果除了

更加奠定龍葵於抗癌上的功效，也期許能提供治療及預防肝癌的一個新方向。 
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Table 1. The effects of SNWE on cell viability of various cells (AGS, HL60, HepG2, 
Hep3B, A549, H1299, MCF7, MDAMB231 and KB cells). Cultured cells were 
treated with or without SNWE under different concentrations (0~3 mg/ml) for 24 hrs. 
Cell viability was analyzed by MTT assay. The results are expressed as mean±SD, 
n=3. 
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Figure 1. Viability of hepatocarcinoma cell treated with SNWE and SNPE. Cultured 
HepG2 and Hep3B cells were treated with or without SNWE (A) or (B) SNPE under 
different concentrations for 24 hrs. Cell viability was analyzed by MTT assay. The 
results are expressed as mean±SD, n=3. *, p < 0.01 as compared to control group. 
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Figure 2. Viability of hepatocarcinoma cell treated with SNWE and SNPE. (A) 
Cultured HepG2 cells were treated with or without SNWE or (B) SNPE under 
different concentrations for 24, 48, 72 and 96 hrs. Cell viability was analyzed by MTT 
assay. EtOH as a reagent control. The results are expressed as mean±SD, n=3. *, p < 
0.01 as compared to control group. 
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Figure 3. Morphology of HepG2 cell treated with SNWE and SNPE. HepG2 cells 

were treated with or without (A) SNWE in 0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 mg/ml (B) SNPE 

in 0, 0.1, 0.5, 1.0 mg/ml for 24 hrs. EtOH as a reagent control. The apoptotic cells 

were assayed by DAPI stain. 
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Figure 4. Electrophoresis of DNA fragments in HepG2 cell treated with (A) SNWE 
(B) SNPE in indicated concentration. Genomic DNA was isolated from HepG2 cells 
(3×105 cells/6 well ) treated with various concentrations of SNWE(0~4 mg/ml) and 
SNPE (0 ~ 1.5 mg/mL) for 24 hrs. The level of DNA fragmentation was evaluated by 
electrophoresis on agarose gel and stained with ethidium bromide which was 
photographed under UV light. EtOH as a reagent control. 
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Figure 5. Effect of SNWE induced apoptosis and cell cycle progress in HepG2 cells. 
(A) Cultured cells were treated with or without SNWE in 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 
mg/ml for 24 hrs Cell cycle was analyzed by flow cytometry. (B) Quantitative 
assessment of the percentage of HepG2 cells in Sub G1, as indicated by propidium 
iodide (PI), and represent the average of three independent experiments±SD, n=3. *, 
p<0.01 compared with control.  
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Figure 6. Effect of SNPE induced apoptosis and cell cycle progress in HepG2 cells. 
(A) Cultured cells were treated with or without SNPE in 0, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 mg/ml 
for 24 hrs. EtOH as a reagent control. Cell cycle was analyzed by flow cytometry. (B) 
Quantitative assessment of the percentage of HepG2 cells in Sub G1 , as indicated by 
propidium iodide (PI), and represent the average of three independent 
experiments±SD, n=3. *, p<0.001 compared with control. 
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Figure 7. Involvement of caspase-3, caspase-8 and PARP in SNWE-induced 
apoptosis in HepG2 cells. Cultured cells were treated with or without SNWE (0, 2 and 
3 mg/ml) for 20 hrs. After treatment, whole cell extracts were prepared as described in 
material and method. Equal amount of total proteins were loaded in each lane of 
SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was performed with antibodies 
against caspase-3, caspase-8 and PARP. Western blot analysis of β-actin was used as 
an internal control.
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Figure 8. Immunoblot analysis of the expression of (A) Fas, FasL and (B) Bcl-2 
family (Bid, Bax and Bcl-2) in HepG2 cells treated with SNWE. Cultured cells were 
treated with or without SNWE (0, 2 and 3 mg/ml) for 20 hrs. After treatment, whole 
cell extracts were prepared as described in material and method. Equal amount of total 
proteins were loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization 
was performed with antibodies against Fas, FasL, Bid, Bax and Bcl-2. Western blot 
analysis of β-actin was used as an internal control. 
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Figure 9. Immunoblot analysis of the expression of apoptosis-related proteins：MAPK 
(mitogen-activated protein kinase) family (p38-p、JNK-p、ERK-p) in HepG2 cells 
treated with SNWE . Cultured cells were treated with or without SNWE (0, 2 and 3 
mg/ml) for 6 hrs. After treatment, whole cell extracts were prepared as described in 
material and method. Equal amount of total proteins were loaded in each lane of 
SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was performed with specific 
antibodies. Western blot analysis of β-actin was used as an internal control. 
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Figure 10. Involvement of caspase-3, caspase-9, caspase-8 and PARP in 
SNPE-induced apoptosis in HepG2 cells. Cultured cells were treated with or without 
SNPE (0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1 mg/ml) for 6 hrs. After treatment, whole cell extracts 
were prepared as described in material and method. Equal amount of total proteins 
were loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was 
performed with antibodies against caspase-3, caspase-8 and PARP. Western blot 
analysis of β-actin was used as an internal control.
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Figure 11. Immunoblot analysis of the expression of Fas, Bid and Bcl-2 in HepG2 
cells treated with SNPE. Cultured cells were treated with or without SNPE (0, 0.25, 
0.5, 0.75 and 1 mg/ml) for 24 hrs. After treatment, whole cell extracts were prepared 
as described in material and method. Equal amount of total proteins were loaded in 
each lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was performed with 
antibodies against Fa, Bid and Bcl-2. Western blot analysis of β-actin was used as an 
internal control. 
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Figure 12. Immunoblot analysis of the expression of apoptosis-related proteins：
MAPK (mitogen-activated protein kinase) family (p38-p、JNK-p、ERK-p) in HepG2 
cells treated with SNWE . Cultured cells were treated with or without SNPE (0, 0.25, 
0.5, 0.75 and 1 mg/ml) for 6 hrs. After treatment, whole cell extracts were prepared as 
described in material and method. Equal amount of total proteins were loaded in each 
lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was performed with specific 
antibodies. Western blot analysis of β-actin was used as an internal control. 
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Figure 13. Effect of MAPKs inhibitor on SNPE-induced apoptosis in HepG2 cells. 
One hour prior to the addition of 1 mg/ml SNPE, HepG2 cells were treated with 
MAPK inhibitors, PD98059 (20μM), SB203580 (5μM) and SP600125 (20μM), then 
further incubated for 24 h. HepG2 cells were harvested and cell cycle profiles were 
obtained by staining with propidium iodide (PI).
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Figure 14. SNWE inhibits the growth of HepG2 cells through cell-cycle arrest in 
G2/M phase. Cultured cells were treated with SNWE in 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 
mg/ml for 24 hrs. HepG2 cells were harvested and cell cycle profiles were 
obtained by staining with propidium iodide (PI). 
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Figure 15. SNPE inhibits the growth of HepG2 cells through cell-cycle arrest in 
G2/M phase. Cultured cells were treated with SNPE in 0, 0.1, 0.25, 0.5 mg/ml 
for 24 hrs. HepG2 cells were harvested and cell cycle profiles were obtained by 
staining with propidium iodide (PI). 
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Figure 16. The binding effect of CyclinB and CDK1 in HepG2 cells treated with 
SNPE. Cultured cells were treated with SNPE in 0, 0.25, 0.5, 0.75 mg/ml for 24 hrs. 
Cell extracts were immunoprecipitated with cyclinB antibody. Immunoprecipitates 
were analyzed by SDS-polyacrylamide gel and by immunoblotting with anti-CDK1 
and anti-cyclinB antibodies. 
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Figure 17. Decrease CDC25A、CDC25B and CDC25C proteins expression in HepG2 
treated with SNPE. Cultured cells were treated with or without SNPE (0, 0.25, 0.5 and 
0.75 mg/ml) for 24 hrs. After treatment, whole cell extracts were prepared as 
described in material and method. Equal amount of total proteins were loaded in each 
lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was performed with specific 
antibodies. Western blot analysis of β-actin was used as an internal control. 
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Figure 18. Effects of oral SNWE feeding on HepG2 hepatic tumor xenograft 
growth in athymic nude mice. Five million HepG2 cells were s.c. injected in the 
both flank of each mouse to initiate ectopic tumor growth. Different percentage 
of SNWE feeding by gavage started after 7 days of tumor cell injection and 
continued for 28 days. (A) The photographs and (B) Tumor weights of athymic 
nude mice at 35 days after tumor innoculation. *, p< 0.01, compared with the 
HepG2 only group. (C) Tumor volumns of athymic nude mice at indicative day 
after tumor innoculation. 
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Figure 19. Effects of oral SNPE feeding on HepG2 hepatic tumor xenograft 
growth in athymic nude mice. Five million HepG2 cells were s.c. injected in the 
both flank of each mouse to initiate ectopic tumor growth. Different percentage 
of SNWE feeding by gavage started after 7 days of tumor cell injection and 
continued for 28 days. (A) The photographs and (B) Tumor weights of athymic 
nude mice at 35 days after tumor innoculation. *, p< 0.01, compared with the 
HepG2 only group. (C) Tumor volumns of athymic nude mice at indicative day 
after tumor innoculation. 
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中文摘要 
癌症預防工作已成為世界性趨勢，因此尋找可靠且有效之化學預防物質實為

目前重要工作。本實驗室先前發現龍葵(Solanum nigrum)具有抑制癌細胞生長之

能力，另外也利用九種不同的人類腫瘤細胞，分析其中對於龍葵較具有感受性的

細胞株，結果發現，在肝癌細胞中具有高度的感受性(HepG2 與 Hep3B)，顯示

龍葵萃取物確實具有抑制肝癌之潛力，因此本研究擬深入探討龍葵萃取物

(SNWE) 對於抑制化學性致癌物質(2-acetylaminofluorene, AAF) 誘導實驗動物

肝癌產生之作用及其中相關之分子機制。首先我們以 AAF 在五個月處理下，誘

導大鼠產生肝纖維化之模式，評估 SNWE 之作用，因肝纖維化是肝癌發展早期

的一項重要指標，藉由在 SNWE 處理之下，觀察大鼠肝纖維化減緩之程度。由

肝臟外觀可以發現，SNWE 有效地減緩肝臟纖維化的趨勢，而由肝臟的重量變

化也可以發現，SNWE 具有阻止肝臟異常腫大的情形，其中 SNWE 也能夠有效

降低血中肝發炎指標 GOT、GPT 及 γ-GT 的上升，而在 AAF 誘導下，實驗動物

的死亡率，也因為有 SNWE 的加入，而有明顯地回升。我們也同時進行 AAF + 
NaNO2 在長時間誘導之模式下，誘導動物自發性產生肝癌之試驗當中，可以進一

步評估 SNWE 抑制肝癌發生之效用，並利用免疫染色(IHC)，確定所誘發出來的

肝癌，結果發現 SNWE 處理的組別的確可抑制肝癌的發生，並配合分析肝臟中

相關之解毒酵素 GST、HO-1 的表現與活性變化，及進一步分析其中之相關分子

機轉，以了解 SNWE 的作用機制。 
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英文摘要 
Liver cancer is one of the most frequent human cancers worldwide.  Therefore 

the liver cancer research gradually is also important in chemoprevention.  Solanum 
nigrum L. water extract (SNWE) had report many item of anti- cancers.  In this study, 
we found that dietary administration of SNWE (1%, 2%) had makerly suppressed 
AAF-induced liver cirrhosis and liver cancer in wistar rats.  On the other hand, we 
observed the serum levels of some important enzymes in liver such as ALT, AST, α-FP 
and γ-GT which were decreased by SNWE treatment after AAF-induced.  Further we 
analysed the change by western blotting, immunohistochemistry, EMSA and some 
enzyme activities like GSTα, GSTμ, GSTπ and HO-1.  Remarkably, SNWE increase 
detoxifying enzyme in AAF-induced liver and reduce liver of the damage.  In 
summary, our data support that SNWE had exhibited antitumor potential of HCC in 
rats. 
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文獻探討 

一、肝臟與肝癌的發展 
1.1 肝臟的介紹 
【位置與構造】 

肝臟是人類最大器官，位於腹腔的右上方，其構造可分左右兩葉，右葉較

大、占肝臟的五分之三，其中有兩大血管通往肝臟，分為肝動脈和門靜脈，肝臟

由門靜脈得到來自消化道的營養物質，而肝臟本身的氧氣需求來自心臟輸送至肝

動脈，提供肝細胞的吸收。由於大量血管貫穿其中使得血容量是非常豐富，大約

人體總量的 14%。從顯微鏡下來看，肝是由許多肝小葉的單位集中而成的，肝小

葉是肝臟的基本單位，約為 0.7~2 mm3 大小的六角柱形，一個肝小葉約由 50 萬
個肝細胞所構成，裡頭流動著來自兩個不同血管系統，不同性質的血液，其一由

肝動脈帶著大量的氧氣流入，另一種則是來自消化道與脾臟進入靜脈(又稱門脈) 
且富含養份的靜脈血。 
【功能】 

肝臟的功能主要負責體內的解毒及新陳代謝作用，這也是他最重要的工

作，其它尚有製造血漿蛋白、抗凝血物質、膽汁以及促進免疫作用。在代謝部分，

肝可儲存體內多餘葡萄糖形成肝醣，及分解肝醣，提供細胞的需求，維持體內血

糖的平衡，另外可儲存分解脂質、蛋白質，提供人體所需的能量必須營養物質。

在解毒作用方面，肝臟能將酒精、藥物及致癌物，分解成無毒或毒性較輕的物質，

再由尿道或膽汁排出體外。 
1.2 肝癌 
【肝癌的形成】 

肝癌的形成是緩慢且不亦被發現的，通常主因是由慢性肝炎導致肝硬化，

進而形成肝癌。肝炎指的是肝臟發炎及肝細胞損傷，其形成可分為病毒性肝炎、

藥物性肝炎、酒精性肝炎，而肝臟的發炎反應過於嚴重，以致於超越肝細胞的修

復能力時，此時星狀細胞會被活化，促使纖維母細胞(myofibroblast) 的大量表

現，分泌大量的膠原蛋白 (Collagen) 、彈力蛋白質 (Elastin) 、醣蛋白

(glycoprotein)、蛋白聚糖 (proteoglycan) 、玻尿酸(hyaluronan) 等，將受損的肝

細胞圍繞，減少受損區域的工作，增加修復時間，待修復完畢時在以 MMPs 將

纖維組織瓦解，使肝臟回復至正常狀態。然而當肝臟持續受損，MMPs 分解的速

度低於纖維組織的形成，造成纖維組織持續存在，長久影響之下，由於肝細胞被

大量纖維組織圍繞，使得肝功能下降並破壞血管結構，導致肝臟變硬、變形，產

生肝硬化。由於硬化的肝臟無法回復、清除外來的有毒物質甚至是致癌物，在加

上肝臟部分基因失去功能時，便會導致肝臟癌化，形成肝癌。 
【肝癌的治療】 

目前肝癌的治療方式可分為手術切除、局部注射和放射治療。而通常患肝

癌的病人 80%是具有肝硬化的，而在手術上欲要保留足夠的肝臟行使肝功能，因

此更加重了手術切割的困難度，通常預後效果目前尚未達到理想。而利用局部注
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射是利用將藥物、酒精等直接打入肝癌細胞內，導致肝癌細胞壞死的治療，通常

適用於小於 3 公分大小的腫瘤，且須重複施打。而使用放射治療是利用 X 光或

其他高能量射線來殺死癌細胞，然而也會殺死臨近的正常細胞，進而造成副作用

等影響。 
二、肝臟的解毒作用 

肝臟中解毒作用可分為 phase Ⅰ和 phase Ⅱ，此又可稱為生物轉化途徑，

當有害物質 (例如:化學物、致癌物) 進入人體內時，會先由 phase Ⅰ(cytochrome 
P450s) 的途徑將有害物質以氧化、還原、水解等代謝方式，改變它的極性直接

排出體外，或由 phase Ⅰ代謝出的有毒物質進入 phase Ⅱ，藉由和不同的酵素結

合，藉由增加毒物的水溶性，以便排除體外。 
三、解毒酵素與癌症關係 
3.1 GSTs 

麩胱甘肽硫轉移酶(Glutathione-S-transferase, GST)，是phase Ⅱ酵素的一種，

主要存在細胞質當中，它可中和毒素，協助身體排出致癌物質。而GST有許多種

基因型，可分為alpha、mu、pi、theta、sigma、zeta、kappa、omega (1)，其中又

以alpha、mu 和pi 族在體內較多。GST-α 在目前研究發現對抗癌藥物具有抗藥

性，有研究指出GST-α可對抗脂質的過氧化作用(2)，另外有文獻指出在大白鼠中

GST-α 是結抗AFB1所造成肝臟毒性的重要角色(3)。GST-μ 也與部分抗癌藥物有

抗藥性，最新的研究也發現consuming broccoli (花椰菜) 和GST-μ 的互相影響會

改變攝護腺發炎和癌症形成的路徑(4)。GST-π 在正常肝臟中是不會表現，研究

指出GST-π 可做為化學毒性及癌症形成的蛋白標記(5)。在正常的肝細胞當中可

發現大量的GST-α，而GST-μ 含量其次，而GST-π 偵測不到(6)。 
3.2 Nrf2 在癌症化學預防之角色 

Nuclear factor-erythroid 2 related factor (Nrf2) 是屬於 basic leucine zipper 的
轉錄因子，它會結合至 antioxidant response (ARE) (7)進行相關基因的轉錄，ARE
所調控的下游蛋白表現，這些蛋白表現在解毒、抗癌、抗氧化方面扮演重要角色

(8, 9)，像 glutathione-S-transferase (GST)、hemo oxygenase 1 (HO1) (10)，這些酵

素在對抗癌症中扮演重要的角色。而 Nrf2 對 ARE 是解毒及抗氧化表現中不可或

缺的轉錄因子，在研究發現在缺乏Nrf2的小鼠，以N-acetyl-4-aminophenol (APAP)
誘發肝毒性中，會大幅降低 phase Ⅱ酵素以及抗氧化酵素，並降低小鼠存活率

(11)。另外的研究也發現 Keap1- Nrf2-ARE 所調控的訊息表現，在肝癌的化學預

防扮演重要角色(12)。 
3.3 MAPK 傳遞路徑調控解毒酵素 

MAPK pathways 為細胞內重要訊息傳遞路徑，其成員包含 ERK1/2、
JNK1-3、p38 等，當細胞受到外界刺激如:生長素、賀爾蒙和化學預防試劑

(chemopreventive agents) 作用下，藉著 MAPK pathways 活化下游路徑，進行細

胞生長、分化或死亡反應。化學預防試劑誘導 MAPK pathways 更與 phase Ⅱ解

毒酵素表現有關 (附圖一)。另外也有文獻指出 MAPKs 為 Nrf2 的上游蛋白激酶 
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(13)。以及 ERK1/2 和 p38 為 Nrf2 的上游調控(14)。 
3.4 PI3K 和 PKC 對解毒酵素的影響 

PI3K 是一種 Receptor tyrosine kinase（RTK），為一種重要細胞間信號傳導

介質，可影響多種細胞的增殖、分化和抗凋亡反應，有文獻指出 PI3K 為 Nrf2 上

游重要的調控者(15)。另外研究指出在 Caco-2 細胞中 PI3K/Akt 可調控細胞內

phaseⅡ酵素的轉譯(16)。而 Nrf2 的調控者尚有 PKC (13) ，在十字花科植物中已

有研究說明 isothiocyanates 可經由 MAPK、PI3K 及 PKC 路徑活化 Nrf2，進而啟

動 ARE 反應，提升 phase Ⅱ解毒酵素的表現(17)。 
四、龍葵 
4.1 龍葵的基本介紹 

學名： Solanum nigrum L. 
別名：黑甜仔菜、黑鬼仔菜、烏子茄、水茄、苦菜。 

物種分類 
植物界 Plantae、木蘭植物門(開花植物或被子植物 Magnoliophyta、木蘭綱(雙

子葉植物)Magnoliopsida、茄目 Solanales、茄科 Solanaceae、茄屬 Solanum。莖：

莖直立，多分枝，高 50～100 公分。葉：葉互生有柄，卵形至長橢圓形有波狀

邊緣。 花：夏季開花，頂生，有 4～10 朵花，花梗下垂；花冠是白色，5 裂； 雄
蕊 5 花藥，頂端有 2 孔開裂；子房 2 室，花柱長，基部有絨毛。果：直徑約 0.8~1 
公分，未成熟的綠色果實有毒性，成熟後是烏黑剔透的漿果，一般人最愛採食它

的漿果，滋味略酸甜可口。分佈: 一年生草本，於南北半球的熱帶和溫帶都可見

到其身影，分布範圍相當地廣泛；在台灣於各地平原、農耕地、山區丘陵地皆可

發現。用途: 民間有取其幼苗、嫩葉炒熟食用，也有取其成熟的果實食用。莖葉

有解熱、利尿、解毒之效，也可外敷腫毒及跌打損傷等。成分: 全草含甾類生物

鹼：茄邊鹼(澳洲茄邊鹼，Solamargine，  C45H73O15N)、茄解鹼(澳洲茄鹼，

Solasonine，C45H73Ol6N)、茄微鹼(So1avilline，C50H81O20N)、茄達鹼(Solasodamine，
C51H82O20N)、醣苷類、醣蛋白、多酚及皂苷。 
4.2 龍葵的醫學功能 

1. 防止自由基所造成的 DNA 傷害(18, 19) 
2. 具有保肝作用，可保護肝臟免於四氯化碳誘導的肝損傷(20, 21) 
3. 誘導氮氧化物的產生(22) 
4. 在 TPA 所刺激的乳癌細胞 MCF-7 中，能抑制細胞內轉錄因子 NF-κB 和

AP-1 與 DNA 結合的活性(23) 
5. 在墨西哥的傳統醫學中已被視為鎮定神經之藥物(24) 
6. 具有抑制小鼠肉瘤 S-180 的活性(25) 
7. 抑制乳癌細胞 MCF-7 的生長及誘導細胞凋亡(26) 
8. 降低膽固醇(27) 

9. 用於肝炎、肺癌、膀胱癌治療(28-31)  
10. 輔助腫瘤治療(32, 33)  
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11. 抑制腸癌乙烯轉移酵素活性(34)  
12. 在 2005 年文獻提到，龍葵可提升 superoxide dismutase (SOD)、catalase 

(CAT) 與 glutathione peroxidase (GPx) 之解毒抗氧化酵素表現(27) 
 
另外本研究室初步結果顯示： 
13. 龍葵水萃取物促進肝癌細胞 HepG2 死亡，及增加 GST Mu 之表現及降

血脂作用。綜合以上結果可歸納出龍葵具有【1】抗氧化；【2】抗發炎；【3】
抑制癌症發生率；【4】護肝作用；及【5】降血脂之功能。 
 

 
附圖一 
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研究目的 
在步調快速、競爭激烈的社會，加上飲食中的不均衡、過營養及食物或環

境中致癌物質的加成下，肝病已成為現代文明病，而其中又以肝癌治癒率最低。

根據行政院衛生署統計，在台灣自民國84年開始，肝臟相關疾病便有高死亡率，

持續到2007年為止肝炎占國人死亡的第六名，肝癌為男性癌症死亡的第一名、女

性為第二名。由於肝臟神經分布的少，只分布在肝臟外層膜的表面，因此當肝臟

中的腫瘤沒大到壓迫到神經的情況，是難以發現的，往往病患發現時治癒的機會

是非常渺茫的。又由於目前化學預防的盛行，已有許多研究者投入利用中藥草預

防癌症發生的行列，而本實驗室先前發現民間藥草-龍葵，對於肝癌細胞是較具

有敏感性的，因此接著想觀察在大白鼠肝癌的動物模式下，龍葵是否可預防肝癌

的發生。 
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研究方法 

一、 龍葵水萃取物(SNWE) 的製備 
稱取 825 公克龍葵乾品，將稍微清洗龍葵後修剪成較小片段，加水至覆蓋龍

葵，靜置隔夜。將靜置隔夜之龍葵熬煮至沸騰後悶煮 40 分鐘，重複上述動作 3
次，將取得之汁液過濾去除雜質後，放置於烘箱中乾燥去除水分，在將乾燥後之

萃取物磨碎分裝，所得到的粉末即為龍葵水萃取物之乾燥粉末(SNWE)，而後將

其避光並冰在-20℃冰箱存放。後續之實驗進行均以此龍葵水萃取物乾燥粉末配

製進行。 
二、 誘導大鼠肝纖維化、肝癌之動物模式 

此誘導大鼠肝臟硬化、肝細胞癌動物模式是根據本實驗室先前所建立之研究

方法進行，分為模式一: 誘導大鼠肝纖維化。以五週大之 Wistar 公鼠飼養於室

溫下，適應環境至六週大後，再進行分組。將大白鼠(150 ± 10 g / body weight) 隨
機分成 4 組，每一組數量 10 隻老鼠。其中第一組為正常控制組(normal group)，
第二組為 2-acetylaminofluorene (AAF) 誘導組(induced group)，第三、四組為餵食

龍葵水萃取物(SNWE) 之試驗組。第二~四組每天以 0.03% AAF 均勻混合於飼料

中，而第三、四組老鼠飼料中除了含 0.02% 外，分別在飼料中添加 1% SNWE、
2% SNWE 持續餵食 5 個月。模式二: 誘導大鼠肝細胞癌。以五週大之 Wistar 公
鼠飼養於室溫下，適應環境至六週大後，再進行分組。將大白鼠(150 ± 10 g / body 
weight) 隨機分成 4 組，每一組數量 10 隻老鼠。其中第一組為正常控制組(normal 
group)，第二組為 2-acetylaminofluorene (AAF) + NaNO2 誘導組(induced group)，
第三、四組為餵食龍葵水萃取物(SNWE) 之試驗組。第二~四組每天以 0.02% AAF 
+ 0.2%NaNO2 均勻混合於飼料中，而第三、四組老鼠飼料中除了含 0.02% AAF + 
0.2%NaNO2 外，分別在飼料中添加 1% SNWE、2% SNWE 持續餵食 6 個月。模

式三: SNWE 的毒性測試。五週大之 Wistar 公鼠飼養於室溫下，適應環境至六

週大後，再進行分組。將大白鼠(150 ± 10 g / body weight) 隨機分成 4 組，每一

組數量 10 隻老鼠。其中第一組為正常控制組(normal group)，第二、三、四組為

餵食龍葵水萃取物(SNWE) 之試驗組，分別為1% SNWE、2% SNWE及3% SNWE
均勻混合於飼料中。持續餵食 28 天。每天觀察老鼠健康狀況，觀察體重、飲食

是否正常。以上實驗過程，若有動物不幸於療程中死亡，除紀錄存活率，並立即

進行屍體解剖，待實驗結束時，將實驗動物犧牲並進行解剖，取其血液、肝臟組

織及腎臟組織，分別以浸泡於 10% 福馬林保存及放置-80℃冷凍，以進行各項分

析。 
三、血液分析 
3.1 血清生化分析 
使用生化自動分析儀測定，分析項目包含 : 
1. 麩氨基酸草醋酸轉氨基酵素(GOT, AST)  

GOT 在催化把 aspartate 的 amino group 轉移到 α-ketoglutarate 上而轉變成

glutamate 和 oxaloacetate 。此 oxaloacetate 在 NADH 的存在下受 malate 
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dehydrogenase 的催化還原成 malate，同時把 NADH 氧化成 NAD，在波長 340 nm 
下測量由 NADH 氧化成 NAD 所減少的吸光度和 GOT 的活性成正比。 

Aspartate +α-ketoglutarate   GOT    glutamate + oxaloacetate 

Oxaloacetate + NADH + H+   MDA    Malate +NAD 
 
2.麩氨基酸焦葡萄轉氨基酵素(GPT, ALT) 

GPT 在催化把 alanine 的 amino group 轉移到 α-ketoglutarate 上而轉變成

glutamate 和 pyruvate。此 pyruvate 在 NADH 的存在下受 lactate dehydrogenase 
的催化還原成 lactate，同時把 NADH 氧化成為 NAD，在波長 340 nm 下測量由

NADH 氧化成 NAD 所減少的吸光度和 GPT 的活性成正比。                         

Alanine + α-ketoglutarate   GPT    glutamate + pyruvate 

Pyruvate + NADH + H+   LDH    Lactate + NAD 

 
3. 丙麩氨轉肽酶 (γ-GT, Gamma-Glutamyl Transpeptidace) 

利用 L-r-Glutamyl-3-carboxyl-4-nitroanilide 基質，經 r-GT 作用，產生黃色

的 5-amino-2-nitrobenzolide，以 410 nm 比色，而測得 r-GT 的活性。 

L-r-Glutamyl-3-carboxyl-4-nitroanilide + glycylglycine   

L-r-glutamylglycyl glycine + 5-amino-2-nitrobenzolide (yellow color ) . 
 
4. 胎兒蛋白 (AFP, α-fetoprotein) 

胎兒蛋白是母親懷孕時，胎兒所製造的一種蛋白質，但出生後既消失。胎兒

蛋白目前是檢查肝癌的一種最重要指標。會造成胎兒蛋白升高的腫瘤除了肝癌以

外，卵巢或睪丸的生殖細胞腫瘤也有可能。而肝臟發炎後，因肝細胞再生也會有

胎兒蛋白上升的情況，但會隨著發炎消退而降低。 
5. 其餘尚有乳酸去氫(LDH)、γ-麩氨醯轉移(γ-GT)、總膽固醇(T-cholesterol)、三

酸甘油脂、總蛋白、白蛋白、球蛋白、總膽紅素(T-bilirubin)、葡萄糖、血中尿素

氮(BUN)、肌酸酣、尿酸、鈉、鉀、氯、鈣、磷。 
3.2 血液分析 
使用全自動血液分析儀，分析項目包含 : 
紅血球計數、血紅素、血球容積、平均紅血球容積(MCV)，平均紅血球血紅素濃

度(MCHC)，平均紅血球血紅素量(MCH)、血小板計數、白血球計數及分類、凝

血 時間(PT)、活化部分凝血活 時間(APTT)。 
四、肝組織病理切片及染色 

分析肝臟纖維化及肝癌較直接的方法便是組織切片，以觀察 SNWE 是否有

減緩肝纖維化及肝癌的程度。老鼠犧牲後，迅速取一小部分肝組織，置於 10% 福

γ-GT 
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馬林中固定，倒去福馬林後以 TBA 脫水，接著浸蠟、包埋，將石蠟包埋的組織

切片以 fresh xylene 浸泡 30 分鐘後再以 fresh xylene 浸泡 1 分鐘，目的為脫蠟。

接著再以 100 % EtOH 浸泡 3~5 分鐘 2 次，95% EtOH 浸泡 3~5 分鐘 1 次，85% 
EtOH 浸泡 3~5 分鐘 1 次，70% EtOH 浸泡 3~5 分鐘 1 次，ddH2O 浸泡 3~5 分
鐘 1 次，目的為 rehydration。接著在做些前處理，首先用 sodium citrate buffer (0.1 
M citrate buffer, 0.1 M sodium buffer in ddH2O) 煮沸 15 分鐘，放置室溫自然冷

卻，再用 3% H2O2 (in methanol) 浸泡 10 分鐘後以 PBS 清洗 3 次，目的為幫細

胞打洞，再用 blocking solution (BSA 2 mg/ml) 室溫下作用 20 分鐘，以 primary 
antibody (goat anti-human cyr61 antibody 1:50) 在 4 ℃作用 12~16 小時後，以 PBS 
清洗 3 分鐘 4 次，在加入 secondary antibody (biotin labeled antibody 1:500) 於室

溫下作用 1 小時後以 PBS 清洗 3 分鐘 4 次，再用 DAB 於室溫下呈色 3-10 分
鐘後以 ddH2O 清洗 5 分鐘，再用 hematoxylin 染 10 秒鐘後以 ddH2O 清洗，最

後加上蓋玻片。 
五、肝臟中解毒酵素測定 

肝癌主要分為病毒性肝癌與非病毒性肝癌或稱為化學性肝癌兩大類。化學物

質的入侵並累積在肝臟中為致癌的主因，若能將化學物質有效的代謝，便可降低

癌症的發生率。近年來有許多學者致力於 Glutathione-S-transferase (GST) 與癌症

相關性之研究，由於 GST 的代謝方式通常是生物不活化作用，因此毒性物質或

致癌物一旦成為 GST 受質被代謝後，並不會被活化成毒性更強的物質，所以 GST 
活性的高低被認為在抑制癌症發生的機制中扮演著重要的角色。 

將保存在-80℃的老鼠肝臟取出，加入適量之 homogenization buffer，以組織

研磨機進行均質，將均質後組織液於 4 ℃以 39000 rpm 離心 30 分鐘，吸取上清

液即含有肝臟解毒酵素之萃取液，取 1.5 ml GSH substrate buffer 及 1.5 ml CDNB 
substrate buffer 置入石英管中，再加入 20 μl 之萃取液，迅速混合均勻，在 340 nm
下，反應 3 分鐘，並測定 OD 值變化，以公式換算活性之變化量。 
六、大鼠肝臟中之蛋白萃取 

取 0.1 g 大鼠肝臟組織切碎後，加入 1 ml 的低張溶液 A (10 mM HEPES, 10 
mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM PMSF) 進行均質化，

加入 80 μl 的 10% NP-40 混合後，靜置 2 分鐘，離心 14000 g，2 分鐘，取上清

液即為細胞質萃取物(cytosolic fraction)。沉澱物再以 500 μl 的溶液 A 加上 40 μl
的 10% NP-40 後，離心 14000 g，2 分鐘後去上清液，沉澱物再加入溶液 B (50 mM 
HEPES, 50 mM KCl, 300 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 
20% glycerol) 混合，靜置 10 分鐘，離心 14800 g，5 分鐘，此時之上清液即包含

核蛋白之萃取物，置於-70℃冰箱保存。 
七、西方點墨法 (western blotting) 
7-1. 蛋白質定量 

利用 Coomassie brilliant blue G-250 會和蛋白質結合成藍色之複合物，於波

長 595 nm 下有一較大之吸光值，以此定量蛋白質。首先以 BSA (bovine serum 
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albumin) 為蛋白質標準溶液，以換算個樣本細胞萃取液之蛋白質濃度。取 30 μl
細胞萃取液加入 1 ml 的 Coomassie blue，在室溫下反應 1 分鐘，於波長 595 nm
下測定吸光值變化。 
7-2. 鑄膠 

將電泳玻璃片洗淨，擦拭乾淨後，用厚度約 1.00 mm 或 1.50 mm 之 spacer 為
間隔裝好電泳片，並架到電泳座上固定，若欲做小分子量之蛋白，則配置 12% 的
下層 separating gel；若做大分子量蛋白，則配製 8%或 10% 的 separating gel。配

膠所需物質混合均勻後，直到液面離 well 約 1.5 公分處為止，加入二次水覆蓋

液面，待膠體凝固後，將上層的二次水吸乾，再配置上層 stacking gel 倒入，將

電泳齒梳插入電泳片之 stacking gel 中，若有氣泡則上下移動齒梳，使氣泡脫離

stacking gel，待上層膠凝固後，抽出齒梳，用二次水清洗 well 數次，再將配好

之整組電泳玻璃膠體，置入電泳槽中，準備將樣品加到 well 中。 
7-3. 蛋白質電泳 (SDS-PAGE) 

首先將電泳液(running buffer) 倒入電泳槽內槽中，再把處理好之蛋白質樣本

小心注入 well 中，勿使樣本溢出 well，其中一個 well 注入 protein standard 
marker，樣品 loading 完後，持續加入新的電泳液直到蓋過最內側之玻璃上緣；

外槽以回收的電泳液補至蓋過電導線為止。連接電泳槽與電源供應器，打開電

源，先以 70 伏特的電壓跑過 stacking gel，直至色帶跑至 stacking gel 與 separating 
gel 之交界處，再調整電壓為 100 伏特，當色帶跑至底線時才停止電泳。 
7-4. 蛋白質樣本之轉漬 (electrotransfer) 

電泳完畢後將膠體取出，截去多餘之部份，將膠體置於兩張經轉漬液(transfer 
buffer) 潤濕過的濾紙上，膠體上面再放上與膠體大小相同之硝化纖維紙(硝化纖

維紙也需事先經轉漬液浸濕)，再放上兩張經轉漬液浸濕過的濾紙，並用玻璃棒

趕走夾在其中的氣泡，最後再以夾板(內含海綿襯墊)夾緊，放入轉漬槽中，同時

要將轉漬槽放在冰上，以固定 300 毫安培轉漬 2 個小時。 
7-5. 免疫墨點法 (immunoblotting) 

轉漬完後將硝化纖維紙取出，用 TBS buffer 漂洗數分鐘，再以 5% blocking 
buffer 於室溫下 1 小時作用。之後，倒掉 blocking buffer，再以 TBS-tween 漂洗

三次 10分鐘。換上一級抗體，置於 4 ℃下，作用 12~16小時，再以 TBS-tween buffer
漂洗三次 10 分鐘。接著，換上二級抗體，於室溫下溫和作用 1 小時，再以

TBS-tween buffer 漂洗三次 10 分鐘。最後加入 ECL 顯色，並以冷光儀偵測。 
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研究結果 

SNWE 抑制肝纖維化之作用 
SNWE 之萃取 

稱取 825 公克龍葵，將之熬煮至沸騰後悶煮 40 分鐘，所取得之汁液過濾去

除雜質後，放置於烘箱中乾燥去除水分，在將乾燥後之萃取物磨碎分裝，所得到

的粉末即為龍葵水萃取物之乾躁粉末(SNWE)，約得 87.78 克龍葵萃取物。因此

龍葵水萃物(SNWE) 之產率有 10.91 %。 
老鼠體重變化 

每隔四周以電子秤測量每隻老鼠之重量，並記錄之，接著以 SigmaPlot 軟體

進行統計，分析老鼠在實驗期間體重變化，發現以 AAF 誘導的組別(AAF, induced 
group)，其體重有明顯的下降，隨著處理的時間的增加，與正常組(normal group) 
之差距也越來越大，約下降 33 ~ 44%，顯示大鼠個體之生長代謝確實有受到 AAF 
之誘導而有所改變，而在給予 2% 的 SNWE 之組別，其體重雖有回復的趨勢，

但仍予正常組有所差異，顯示 AAF 所誘導的肝損害相當嚴重(Fig. 1A)。 
SNWE 對肝臟重量影響 

老鼠犧牲後取肝臟並秤其重量紀錄之，將每組中肝臟重量除以體重再乘以

100% 後表示，以 SigmaPlot 統計軟體分析，結果發現 AAF 處理組別的肝臟與

體重比率明顯高於正常組別，顯示其中之肝臟確實有因為 AAF 的刺激下而造成

相當程度的破壞，進而有不正常肥大的情形，約有 3 倍的增加，而在同時給予

AAF 和 2% 的 SNWE 之組別中，有明顯降低肝臟的比重約 20%，顯示其肝功能

有回復的趨勢，也說明了 SNWE 具有保護肝臟之能力(Fig. 1B)。 
SNWE 對血液中肝發炎指標的影響 

GOT 主要存在於肝臟、心肌、肌肉，紅血球之內也有，GPT 則主要存在於

肝細胞內。當這些細胞因為壞死而破壞之後，細胞內的 GOT，GPT 就會釋出到

血液中，所以肝炎、心肌梗塞、肌肉發炎或溶血時，GOT 值都可能上升；同樣

的，GPT 值上升，大概就可以說是肝發炎所導致。而 γ-GT 是一種分解蛋白質

的酵素，主要存在於肝和腎組織。有少部份存在於脾臟、攝護腺和心臟。γ-GT
常用於檢驗肝膽道系統方面的疾病，也是偵測膽汁鬱積性肝疾病的敏感指標。

AFP 是目前檢查肝癌中最重要之指標。另外，肝發炎後，因肝細胞過度增生也會

有 AFP 上升的情況，但會隨著發炎反應之消退而降低。 
由結果顯示，AAF 確實有造成肝臟之受損，使得相關之肝發炎指標的上升，明

顯地有 GOT、GPT 與 γ-GT 皆有約 50% 的增加，但是在餵食 2% SNWE 之下，

SNWE 有效降低血液中 GOT、GPT、γ-GT 數值，皆近似於正常組之數值，另一

方面，2% 之 SNWE 也顯著地降低了 AFP 的數值，根據上述結果，再一次說明

SNWE 所具有的保護肝臟，避免肝損傷之能力(Fig. 2)。 
AAF 誘導大鼠肝損傷之存活率 

在整個動物實驗過程，有許多大鼠因受到 AAF 的刺激下，造成肝臟之過度

損傷而死亡，將以紀錄後換算相關存活率，可發現到，在 AAF 的誘導下，在第
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二週即有 20% 的大鼠因受不了刺激而死亡，但是在伴隨 1% 的 SNWE 的餵食

下，有效延緩大鼠死亡的時間，且在 AAF 刺激後三、四週，誘導組之大鼠僅剩

下 60%，但是在餵食 1% SNWE 的組別之大鼠，卻已無死亡的發生，更有效的

是 2% 之 SNWE 組別，待至實驗末期均沒有鼠體之死亡，顯示了 SNWE 確實

具有保護肝臟，避免AAF 化學性傷害的刺激並有效延長大鼠壽命之能力(Fig. 3)。 
肝臟外觀變化與病理切片之結果 

由大鼠之肝臟可以發現，在經過 AAF 的刺激之後，肝臟明顯出現眾多的大

小不同之不正常結節，明顯有纖維化之現象，但是在經過 SNWE 的處理之後，

肝臟有顯著地好轉之趨勢，已不再有明顯的結節出現，說明了 SNWE 具有保護

肝臟之效用(Fig. 4)。 
在 H&E stain 結果，可觀察到以 AAF 單獨處理的誘導組別跟正常組相比，

在血管或中央靜脈周圍有大量的纖維增生，且有明顯地空泡化之現象，而給予

1% SNWE 處理有效減緩纖維增生的情形，組織中空泡化程度也明顯減少，在劑

量提高到 2% 的 SNWE 組別時，其纖維化情形更明顯受到抑制，血管或中央靜

脈周圍之空泡也更少，顯示肝臟確實有逐漸好轉(Fig. 5)。 
肝纖維化誘導率 

進行組織病理學的比較時，將肝纖維化區分為以下五個級：”0”代表正常肝組

織；”+”代表有膠原的增生，但沒有在中央靜脈或門脈區有放射狀纖維增生；”++”
代表在中央靜脈和門脈區二者間，形成不完全的纖維增生；”+++”代表具有完整

的放射纖維，並將肝實質分割成許多節片斷，但此中隔尚很薄；”++++”代表具

有完整的放射纖維，具有厚度，亦即完全的肝硬化。由統計之結果可以得到，

AAF 確實成功誘導大鼠之肝臟纖維化達 100%，其輕度纖維化有 20%，而中低

程度之纖維化有最多為 40%，而重度纖維化甚至有肝硬化的各有 20%，由結果

得知，在伴隨 1% SNWE 的處理下，有效控制 80% 的大鼠產生低程度之纖維化，

更有效的是在 2% 的 SNWE 處理下，甚至有 20% 大鼠之肝臟是近乎正常，沒

有纖維化的，再一次驗證 SNWE 之保護肝臟，避免纖維之效果(Table 1)。 
 
SNWE 抑制肝癌之作用 
老鼠體重變化 
   每隔四周以電子秤測量每隻老鼠之重量，並記錄之，接著以 SigmaPlot 軟體

進行統計，分析老鼠在實驗期間體重變化，發現以 AAF 誘導的組別(AAF, induced 
group)，其體重有明顯的下降，而在給予 1%、2% 的 SNWE 之組別，其體重雖

有回復的趨勢，但仍予正常組有所差異(Fig. 6A)。 
SNWE 對肝臟重量影響 
   老鼠犧牲後取肝臟並秤其重量紀錄之，將每組中肝臟重量除以體重再乘以

100% 後表示，以 SigmaPlot 統計軟體分析，結果發現 AAF 處理組別的肝臟與

體重比率明顯高於正常組別，顯示其中之肝臟確實有因為 AAF 的刺激下而造成

相當程度的破壞，進而有不正常肥大的情形，約有 5 倍以上的增加，而在給予
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1% 和 2% 的 SNWE 之組別中，有明顯降低肝臟的比重約 1.5~1.6 倍，顯示其肝

功能有回復的趨勢，也說明了 SNWE 具有保護肝臟之能力(Fig. 6B)。 
SNWE 對血液中肝發炎指標的影響 

由結果顯示，AAF 確實有造成肝臟之受損，使得相關之肝發炎指標的上升，

明顯地有 GOT、GPT 與 γ-GT 皆有約 50~66% 的增加，但是在餵食 1%SNWE 及

2% SNWE 之下，皆有效降低血液中 GOT、GPT、γ-GT 數值，近似於正常組之

數值，另一方面，2% 之 SNWE 也顯著地降低了 AFP 的數值，根據上述結果，

再一次說明 SNWE 所具有的保護肝臟，避免肝損傷之能力(Fig. 7)。 
AAF 與 NaNO2 誘導大鼠肝損傷之存活率 

在 AAF 的誘導下，在第四週即有 10% 的大鼠因受不了毒性刺激而死亡，

但是在伴隨 1% 的 SNWE 的餵食下，有效延緩大鼠死亡的時間，且在 AAF 刺
激後十二週，誘導組之大鼠僅剩下 70%，但是在餵食 1% SNWE 的組別之大鼠，

卻已無死亡的發生，更有效的是 2% 之 SNWE 組別，待至實驗末期均沒有大鼠

之死亡，顯示了 SNWE 確實具有保護肝臟，避免 AAF 化學性傷害的刺激並有

效延長大鼠壽命之能力(Fig. 8)。 
肝臟外觀變化與病理切片之結果 

由大鼠之肝臟可以發現，在經過 AAF 的刺激之後，肝臟明顯出現許多不正

常的大腫塊，但是在經過 SNWE 的處理之後，肝臟有顯著地好轉之趨勢，已不

再有明顯腫塊出現，說明了 SNWE 具有保護肝臟之效用(Fig. 9)。 
在 H&E stain 結果，可觀察到以 AAF 和 NaNO2 單獨處理的誘導組別跟正常組相

比，出現兩種明顯相異的細胞型態，在誘導組中可發現到有不正常細胞的浸潤，

此細胞型態的核質比跟臨近肝細胞比較大，且有不規則排列現象，經由病理科判

斷為 HCC (hepatocellular carcinoma)。而給予 1% SNWE 處理有效減 HCC 發生的

情形，而發現有纖維化組織圍繞肝小節的情形，在給予 2% 的 SNWE 組別時，

已大幅降低 HCC 的發生，肝纖維化的程度也有緩和的情形，顯示肝臟確實有逐

漸好轉(Fig. 10)。 
腫瘤發生率 

進行組織病理學的比較時，除了計算肝臟纖維化程度之外，也計算了誘導

出肝臟腫瘤的比率。在本動物實驗模式中，發現 AAF+NaNO2 誘導出現兩種形式

的癌症發生，包含肝細胞癌(hepatocellular carcinoma)以及惡性肉瘤(sarcama)，由

統計之結果得知，AAF + NaNO2 確實誘導大白鼠之肝臟腫瘤達 80%，在伴隨 1% 
SNWE 的處理下，將肝臟腫瘤發生率降低為 40%，更有效的是在 2% 的 SNWE 
處理下，更降低腫瘤發生率為 20%，再一次驗證 SNWE 之保護肝臟，避免肝癌

之效果(Tab. 2)。 
 
SNWE 保護肝臟之作用機制 
SNWE 促進肝臟解毒酵素 GST-α、GST-μ表現 

GST 為重要的解毒酵素，其活化可降低致癌物對細胞的傷害，在實驗中發
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現給予 AAF 的刺激下，跟正常組別比起，GST-α、GST-μ分別降低了 61.4%及

62.8% (Fig. 11A, B)，另外同時給予 1% SNWE 和 2% SNWE 處理下，皆提升了

2.4~3.5 倍之多(Fig. 11A, B)。而 GST-π的變化各組間較無意義 (Fig. 11C) 。 

SNWE 對 Nrf2 表現之影響 
由於 Nrf2 調控重要的解毒酵素表現，因此我們也觀察 Nrf2 的蛋白變化，結

果發現經由 AAF 處理的組別跟 control 組比較 Nrf2 降低了 82.1% (Fig. 12)，而給

予 1% SNWE 和 2% SNWE 處理下，皆提升了 3.5 倍之多(Fig. 12)。顯示回復調控

解毒酵素相關蛋白的表現。 
PI3K、MAPKs 蛋白表現之分析 

PI3K、MAPKs 蛋白為解毒酵素重要調控者、亦是 Nrf2 上游調控者，實驗

結果發現 PI3K 有明顯變化，在 AAF 組別中 PI3K 跟 control 組比起明顯降低約

50% (Fig. 13)，而給予 1% SNWE 及 2% SNWE 處理，發現 PI3K 大幅提高並超越

control 組別 (Fig. 13)。而 MAPK pathway 蛋白表現中，p-ERK1/2 各組間無明顯

明顯變化，p-JNK 在 2% SNWE 跟 AAF 組比較有明顯上升。 
SNWE 對抗氧化酵素表現之影響 

除了觀察解毒酵素外，我們也分析抗氧化酵素是否也會受影響，在 AAF 處

理組別中，發現 GPx、SOD-1 和 catalase 表現大幅的降低，分別降低了 76%、22.1%
及 62.7% (Fig. 14)，同時給予 1% SNWE 處理組別可提高 1.5~2.3 倍之多，而在同

時給予 2% SNWE 處理組別也可提高 1.4~2.7 倍 (Fig. 14)，顯示 SNWE 可回復抗

氧化酵素，提供肝臟的保護。 
 
SNWE 的毒性測試 
SNWE 對體重與臟氣的影響 

為觀察 SNWE 本身是否會造成肝臟的毒性，在實驗中也單給 SNWE 餵食大

鼠，進行 28 天的毒性測試。結果可發現在 control、1% SNWE、2% SNWE 和 3% 
SNWE 組別中，大鼠體重皆無明顯差異 (Fig. 15)。龍葵水萃物處理組別，大鼠肝

臟、腎臟、脾臟、心臟與生殖腺比重均與對造組無明顯差異 (Fig. 17, 18)。將其

組織進行病理切片之檢查，也沒有因龍葵水萃物處理所引起的病理學變化。 
SNWE 對肝、腎功能的影響 

而肝功能指數除了雌鼠 2% SNWE 與 3% SNWE 在 AST 有明顯的降低，以

及在 total protein 方面，龍葵水萃處理組中雄鼠皆有明顯降低，其餘 ALT、ALP、
γ-GT 及 Albumin 皆不具劑量與毒性之正相關性 (Tab. 3)。而腎功能指數 BUN、

CRE 與 total bilirubin 中皆不具劑量與毒性之正相關性 (Tab. 4)。顯示在本實驗中

給予 SNWE 的劑量是不會造成肝臟的損傷。 
血液學變化 

在處理龍葵水萃物，不管是血球數目(RBC、WBC、PLT)，白血球的分類檢

查(Lymph、Eosinphil、Seg)，血球濃度、量 (MCV、MCH、MCHC)，血球容積

及色素含量 (Hb、Ht)，皆不具劑量與毒性之正相關性 (Tab. 5)。 
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血清生化活性學變化 
分析血清中的生化活性，包含 glucose 及血清離子 Na、Cl、K、Ca 及 P，結

果龍葵水萃處理組與對造組相比，皆無明顯變化 (Tab. 6)。 
SNWE 促進肝臟解毒酵素 GST-μ的活化 

在分析解毒酵素的表現中發現，SNWE 可促進 GST-α、GST-μ的蛋白表現，

因此接著觀察解毒酵素是否活化。以單餵食 SNWE 的大鼠來進行觀察，實驗結

果觀察到 GST-μ有明顯被活化的情形，在正常肝臟中 GST-μ的活化是呈現負值

(Fig. 19)，顯示無 GST-μ的活化態，給予 1% SNWE 有些微的提升，而給予 2% 
SNWE 及 3% SNWE 皆明顯提升 GST-μ的活化 (Fig. 19)，此說明了 SNWE 的確

可誘導解毒酵素 GST-μ的活化，進而保護肝臟。 
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討論 
癌症的發展通常是緩慢的，而其中肝癌的發生更是需要經年累月的醞釀，有

的甚至是十多年之久，然而肝癌的早期，甚至肝臟損傷、肝炎、肝硬化直到肝癌

皆無明顯症狀，因此很少能早期發現，有效果的治療。近年化學預防 
(chemoprevention) 為癌症預防的重點研究之一，加上一些天然萃取物抑制癌細胞

生長的發現，使得在對抗癌症的競賽中，增添了一些優勢。其中解毒酵素在化學

預防扮演重要角色，它可藉由 sulfation、acetylation、glucuronidation 及

glutathioylation 等反應，增加毒物或致癌物水溶性，排除體外，因此可做為對抗

癌症的策略之一。目前研究發現，一些天然蔬菜、水果可提供體內不同抗氧化能

力(35)，並且有預防癌症發生的功效(36, 37)。民間雜草龍葵已有研究指出可促進

抗氧化之表現(27) ，及用於肝炎、肺癌、膀胱癌治療(28-31) 。而本實驗也發現

水萃取龍葵可抑制肝癌發生，停滯在肝纖維化狀態，並進一步發現水萃龍葵可提

升解毒酵素及抗氧化酵素的表現，達到預防或降低肝細胞癌的發生。 
龍葵水萃取物(SNWE) 保肝動物模式之選擇 

為了誘導大鼠肝細胞癌，使用了先前實驗室所建立的模式，此模式乃建立

大鼠肝臟的新生性結節(38) ，再加以修改。AAF 在老鼠實驗中是有效的致癌物，

它主要標的雄性老鼠的肝臟，因此常用於老鼠肝癌模式中的致癌藥物 39，而化學

治癌物必須經由活化才有作用，而 AAF 被 cytochrome P-450 活化後，會形成

N-hydroxy-AAF的中間產物，它可直接和DNA作用，產生N-(deoxyguanosin-8-yl)- 
2-amino-fluorene，造成基因的突變。有研究指出將 AAF 加 NaNO2 經亞硝化作用

(nitrosation) 可產生更強烈的致突變原(mutagen)，而且能和胺基酸及 DNA 作用

(40)。因此本研究以 AAF 誘導大鼠肝纖維化，AAF + NaNO2 誘導大鼠肝癌，誘

導期間持續進行 AAF 或 AAF + NaNO2 誘導，同時給予 SNWE 進行保肝效果之

評估。 
龍葵水萃取物(SNWE) 抗纖維化之研究 

在本實驗肝纖維化、肝硬化模式中，龍葵水萃取物可明顯降低肝發炎指數、

肝臟癌化指標 (γ-GT 及 AFP)與肝臟比重，但以 2% SNWE 較有效，而 1% SNWE
較無影響，並且在大鼠體重方面，水萃取龍葵無明顯回覆大鼠體重趨於正常，其

原因推論為給致癌藥物時間過長，導致大鼠肝臟造成過於嚴重纖維化，然而為達

肝癌之程度。雖然造成嚴重的纖維化，但給予水萃取龍葵的組別，在纖維化程度

計算方面，仍可降低過於嚴重的纖維化甚至是肝硬化，將肝臟先受損程度降低至

輕微纖維化，而 2% SNWE 組別更有 20% 的老鼠肝臟正常，而大鼠存活率在 1% 
SNWE 及 2% SNWE 組別中皆明顯提高，顯示龍葵可趨緩嚴重肝纖維化並降低老

鼠的死亡率。 
龍葵水萃取物(SNWE) 抗肝癌之研究 

肝細胞癌大部分為分化良好的細胞，病理切片觀察下似正常肝細胞，但其

細胞核較大，形狀較圓，細胞質多而呈粒狀嗜伊紅性。而實驗病理切片結果發現

的確誘導出肝細胞癌，然而也誘導出惡性肉瘤的發生，這些腫瘤可能藉由癌細胞
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轉移及不同來源的情況發生。總觀龍葵處理的組別，在病理觀察方面，皆降低肝

臟腫瘤的發生，存活率也明顯提高。 
龍葵水萃取物(SNWE) 保肝之機制 

在 2005 年文獻提到，龍葵可提升 superoxide dismutase (SOD)、catalase (CAT) 
and glutathione peroxidase (GPx) 之解毒抗氧化酵素表現(27)。而本實驗也發現龍

葵水萃取物可誘發 GST-μ的活化，而有多篇文獻指出 GST-μ的活化在防癌方面

占重要角色，在結腸腺癌中，GST-μ表現明顯的降低(41)，另外研究指出在人類

結腸腫瘤中偵測不到 GST-μ而 GST-π卻是增加的，而 GST-α在多數腫瘤是較無

變化的(42-45)。在肺癌方面，有研究者取 175 個肺癌病人，以 polymerase chain 
reaction (PCR) 的技術分析，發現到有 104 位病人 GST-μ基因是缺乏的(46)。而

本實驗結果在單給致癌物刺激的肝臟中，GST-μ的表現確實是明顯降低的。以上

結果說明在肝臟的癌化過程中，GST-μ也許為扮演對抗癌細胞的重要角色之一，

而龍葵萃取物確實可提高其表現與活性，進而保護肝臟免於致癌物質的攻擊。 
接著實驗也發現調控 GST-μ的轉錄因子 Nrf2，在給予龍葵水萃物組別有明顯提

高。而 Nrf2 上游調控因子 PI3K (15)  ，在給予龍葵水萃物組別也有明顯提高。

為探討其路徑，在未來可在細胞實驗中，給予肝癌細胞 PI3K 抑制劑，進而觀察

Nrf2 與 GST-μ的表現情形。 
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- 實驗結果附圖 - 
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Figure. 1. The body weight and liver weight change of the animals in 
experiment. The figure shows the average body weight in different groups of 
male Wistar rat (A). The value was means + SD. SNWE inhibited liver weight 
increased (B). The value was means + SD. #, p<0.01 compared with normal 
group; *, p<0.01 compared with AAF-treated group.  
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Figure. 2. SNWE protection against AAF-induced increases in the activities of 
GOT (A), GPT (B), γ-GT (C) and AFP (D). The value was means + SD. #, p<0.01 
compared with normal group; *, p<0.01 compared with AAF-treated group. 
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Figure. 3. Cumulative survival curve showing that treatment with SNWE 

significantly raised the lifespan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure. 4. Effects of SNWE on AAF-induced liver morphology of rats. (A) normal; 

(B) AAF; (C) AAF + 1% SNWE; (D) AAF + 2% SNWE.  
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Figure. 5. Effects of SNWE on AAF-induced histological changes in the livers of 
rats. (A) normal; (B) AAF; (C) AAF + 1% SNWE; (D) AAF + 2% SNWE. Liver 
sections were stained with hematoxylin and eosin. 400x. Statistical analysis were 
summary in table 1.  
 

 

Table. 1. Scoring systems for hepatic fibrosis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a, means the normal liver; +, means slightly liver fibrosis; ++, means moderate liver 

fibrosis; +++, means complete liver fibrosis; ++++ means serious liver fibrosis or 

liver cirrhosis. 
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Figure. 6. The body weight and liver weight change of the animals in experiment. 

The figure shows the average body weight in different groups of male Wistar rat (A). 

The value was means + SD. SNWE inhibited liver weight increased (B). The value 

was means + SD. #, p<0.01 compared with normal group; *, p<0.01 compared with 

AAF-treated group. 
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Figure. 7. SNWE protection against AAF-induced increases in the activities of 
GOT (A), GPT (B), γ-GT (C) and AFP (D). The value was means + SD. #, p<0.01 
compared with normal group; *, p<0.01 compared with AAF-treated group. 
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Figure. 8. Cumulative survival curve showing that treatment with SNWE 

significantly raised the lifespan. 

 
 

Figure. 9. Effects of SNWE on AAF-induced liver morphology of rats. (A) normal; 

(B) AAF; (C) AAF + 1% SNWE; (D) AAF + 2% SNWE. 

 

 

0 1 2 3 4 5 6
40

50

60

70

80

90

100

110

Normal
AAF
AAF+1%SNWE
AAF+2%SNWE

month

su
rv

iv
al

 r
at

e 
(%

)



 90

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure. 10. Effects of SNWE on AAF-induced histological changes in the livers of 
rats. (A) normal; (B) 0.02% AAF + 0.2% NaNO2; (C) 0.02% AAF + 0.2% NaNO2 + 
1% SNWE; (D) 0.02% AAF + 0.2% NaNO2 + 2% SNWE. Liver sections were stained 
with hematoxylin and eosin (400x). Statistical analysis was summary in Tab. 2. 

 

Table. 2. Scoring systems for hepatic fibrosis and liver cancer. 

 

 

 

 

 

a, means the normal liver; +, means slightly liver fibrosis; ++, means moderate liver 

fibrosis; +++, means complete liver fibrosis; ++++ means serious liver fibrosis or 

liver cirrhosis. 

 

 

     



 91

   

(A)                     (B)                    (C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fig. 11. Effects of SNWE on GSTs expression in rats with hepatic fibrosis. The 
liver tissue extracts of control group, AAF group, AAF + 1%SNWE group, AAF + 
2%SNWE group, were subjected to Western blot to analysis GST Al (A), GST Pi (B) 
and GST Mu (C) expression. The levels of these proteins were subsequently 
quantitated by densitometric analysis with that of control being 100%. Data were 
presented as mean ± SD from three independent experiments. *p<0.05 compared with 
control. #p<0.05 compared with AAF. 
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Fig. 12. Effects of SNWE treatment on Nrf2 expression. (A)Immunoblot analysis 
of the expression of Nrf2 on rats treated with different groups (normal, AAF, 
AAF+1%SNWE, AAF+2%SNWE). These proteins were detected by anti-Nrf2 
antibody, and (B) the result were represented by using an ECL system, and represent 
the average of three independent experiments + SD.*p<0.05 compared with control. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13. Effects of SNWE on PI3K, p-ERK1/2 and p-JNK1/2 expression in rats 
with hepatic fibrosis. The liver tissue extracts of control group, AAF group, AAF + 
1%SNWE group, and AAF + 2%SNWE group were subjected to Western blot to 
analysis PI3K, p-ERK1/2 and p-JNK1/2 expression. Data were presented as mean ± 
SD from three independent experiments. 

(A) (B) 
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Figure 14. Effects of SNWE on GPx, SOD-1 and Catalase expression in rats with 
hepatic fibrosis. The liver tissue extracts of control group, AAF group, AAF + 
1%SNWE group, and AAF + 2%SNWE group were subjected to Western blot to 
analysis GPx, SOD-1 and Catalase expression. Data were presented as mean ± SD 
from three independent experiments. 
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Figure. 15. The body weight of the animals in experiment. The figure shows the 
average body weight in different groups of Wistar rat. The value was means + SD. #, 
p<0.01 compared with normal group. 
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Table. 3. Serum biochemistry changes of liver function in rats treated with 
SNWE for 28 days a 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a. ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase; ALP: Alkaline  

phosphatase; γ-GT: Gamma Glutamyl Transpeptidase  
b. Data expressed as mean+SD. 
c. *: Significant dfference between control and treated group at p<10-6, **p<10-7  

compared with control, ***p<10-8 compared with control 
 
 
 
 
 
 
 
 

b 

c
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Table. 4. Serum biochemistry changes of kidney function in rats treated with  
        SNWE for 28 days a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a. BUN: blood urea nitrogen: CRE: Creatine kinase 
b. Data expressed as mean+SD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

b
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Table. 5. The changes of hematological parameter in rats treated with  
        SNWE for 28 daysa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a. RBC: Red blood cell: WBC: White blood cell; Hb: Hemoglobin; Ht: Hematocrit; 

MCV: Mean corpuscular volume; MCH: Mean corpuscular hemoglobin.MCHC: 
Mean corpuscular hemoglobin concentration.PLT: Platelet. 

b. Data expressed as mean+SD. 
 

b 
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Table. 6. Serum biochemistry changes of rats treated with SNWE for 28 days 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a. Data expressed as mean+SD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a 
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Figure. 16. The liver weight, kidney weight and spleen weight change of the 
animals in experiment. The figure shows the average liver weight (A), kidney 
weight (B) and spleen weight (C) in different groups of Wistar rat. The value was 
means + SD. 
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Figure. 17. The adrenal gland weight and genitalia weight change of the animals 
in experiment. The figure shows the average adrenal gland weight (A), genitalia 
weight (B) in different groups of Wistar rat. The value was means + SD. 
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Figure. 18. Effects of SNWE on histological changes in rats. Liver, kidney and 
spleen sections were stained with hematoxylin and eosin. 400x. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 19. Effects of SNWE on histological changes in rats. heart and Genitalin 
sections were stained with hematoxylin and eosin. 400x. 
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Figure 20. Effects of SNWE on hepatic total GST, GST Al, GST Pi, and GST Mu 
activity in rats. The data were presented as means ± SD, n=6. *P < 0.05, **P < 0.01, 
and ***P < 0.005 as compared with the control group. 
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「保健食品」研究開發計畫  第三年度第一部分報告 

 

 

 

龍葵萃取物及多酚抑制肝癌細胞轉

移之機轉及降低血管新生之作用 

 
Solanum nigrum water extract and polyphenol-rich 

extract suppress the migration and invasion in 
human hepatocarcinoma cell  
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中文摘要 
癌細胞的轉移擴散(metastasis) 往往是癌症病人在臨床治療上預後的一個重

要指標，若能有效抑制癌細胞的轉移，將有助於延長癌症病患之壽命。龍葵在台

灣民間俗稱烏子仔菜，屬野生植物，材料隨手可得，在前兩年的研究成果中已證

實，龍葵確實具有抑制肝癌細胞生長、降低肝纖維化與肝癌之發生率的作用，適

合發展為降低肝癌發生率之保健食品。而本篇中更証實，龍葵萃取物(SNWE 與

SNPE) 能夠有效抑制肝癌細胞的移行作用、浸潤作用，透過分析相關蛋白的表

現發現，龍葵萃取物(SNWE 與 SNPE)能夠降低 PKCα 的表現，影響下游 p38 的

磷酸化，進而影響細胞的移行作用。為了證明 PKCα在龍葵萃取物抑制肝癌細胞

轉移之重要性，我們以 PKCα的抑制劑證實，抑制 PKCα的活性確實能夠影響細

胞之移動能力；而送入持續活化態的 PKCα 也證實能夠減少龍葵萃取物對於肝

癌細胞的影響。最後利用不同的癌細胞證實，龍葵萃取物抑制癌細胞之轉移，並

不侷限於肝癌細胞 HepG2。另一方面，在腫瘤細胞誘發雞胚胎尿囊膜產生血管

新生作用試驗証實 SNPE 能夠抑制癌細胞週遭所誘發之血管聚集，同時，腫瘤

細胞在實驗動物體內所誘發的血管新生作用試驗發現，SNPE 能夠抑制腫瘤內血

紅素的數量，也證實龍葵萃取物確實具有抑制腫瘤細胞所誘導之血管新生作用。

總括所有的結果可以說明，龍葵萃取物確實能夠抑制肝癌細胞的轉移，並影響腫

瘤細胞所誘發的血管新生作用之產生，極適合發展為減緩癌症行程(process) 之
保健食品。 
 
 
 
 
 
 
關鍵詞：癌細胞轉移、龍葵萃取物、血管新生作用 
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英文摘要 
Metastasis is one of the most complicated and major pathologic processes 

responsible for poor prognosis of cancer patients. Studies of the molecular 
mechanisms for these processes are important for developing more effective 
antimetastatic strategies. Solanum nigrum L. is a common herb that grows wildly and 
abundantly in open fields. In this study, we have demonstrated that the water extract 
of Solanum nigrum L. (SNWE) and polyphenol-rich extract of Solanum nigrum L. 
(SNPE) suppressed TPA-induced HepG2 cell migration and invasion. To investigate 
the mechanisms of inhibited migration by SNWE and SNPE, we observed that SNWE 
and SNPE could reduce the PKCα-p38 pathway, Rho GTPase family and integrin 
signal pathway. Overexpression of constitutively active PKCα may restore the 
inactivation of p38 and the attenuation of cell migration by SNWE and SNPE. This 
study may have valuable implications for developing new therapies for clinical 
patient. 
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前言 
由衛生署公佈之台灣十大死亡原因顯示癌症仍為十大死因之首，因此如何預

防或延緩癌症的發生時為刻不容緩的事。癌症的形成是透過許複雜且多重的過

程，其中形成的原因雖然被了解，但治療的效果仍然有限，且對人體造成極大的

傷害。目前許多研究趨向以天然物成份或複方來達到抑制癌細胞的增生及惡化，

例如Tea polyphenoic extracts， curcuminoid extracts及broccoli extracts
（sulforaphane）已被廣泛的應用為化學防癌物質(chemopreventive agents)，而龍

葵目前已知之醫學功能有1.防止自由基所造成的DNA傷害，2.具有保肝作用，可

保護肝臟免於四氯化碳誘導的肝損傷，3.誘導氮氧化物的產生，4.在TPA 所刺激

的乳癌細胞MCF-7 中，能抑制細胞內轉錄因子NF-κB 和AP-1 與DNA 結合的活

性，5.在墨西哥的傳統醫學中已被視為鎮定神經之藥物，6.具有抑制小鼠肉瘤

S-180 的活性，7.抑制乳癌細胞MCF-7 的生長及誘導細胞凋亡，8.降低膽固醇；

中國大陸亦有多項醫學功能的報導，包括9.用於肝炎、肺癌、膀胱癌治療，10.
輔助腫瘤治療，11.抑制腸癌乙烯轉移酵素活性，因此本研究室也致力於開發可

食用之天然物中之chemporeventive agents，希望可以由攝取食品來達到預防或延

緩癌症。本研究以台灣特有之龍葵萃取物，分離其中富含之多酚以探討其對人類

癌細胞之作用，及其中抗癌之分子機制。 
目前世界上許多研究單位發現，癌細胞與正常細胞差別之一為無法進行一般

細胞之凋謝死亡作用，因此生長無法控制，因此本研究首先探討龍葵成份及多酚

促進癌細胞凋謝死亡及停止細胞週期、抑制惡化轉移、血管新生等作用，並探討

其中之分子機制，進一步以動物模式探討其致癌作用及作用之機轉，俾以發展為

降低癌症發生或減緩癌症行程(process) 之健康食品。 
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文獻探討 
一、癌細胞的侵襲與轉移 

癌細胞的轉移擴散(metastasis) 往往是癌症病人在臨床治療上預後的一個重

要指標，在癌症的分期上，癌細胞的轉移擴散與否也是一個重要的分界，當腫

瘤細胞僅生長發病於局部位置，稱為局部或原位癌。如果能在此階段進行治療

則治癒率最高。當腫瘤細胞藉由血液、淋巴管等方式轉移到人體其他部位生長

程續發性惡性腫瘤，就稱為轉移性癌(1)。大部分的原發性的病灶可以由外科手

術及其他治療方式將其移除，但是轉移性癌因已擴散至身體各處，造成治療上

的困難。一般而言，癌細胞的轉移擴散必須伴隨著細胞生理狀態的改變，其中

包含了【1】細胞移動(motility) 和侵襲(invasion) 能力的增加;【2】細胞與細胞

間相互作用力的破壞;【3】細胞與細胞外基質(extracellular matrix, ECM) 之間結

合能力的增加(adhesion)；以及【4】細胞外基質的分解。而癌細胞的轉移擴散是

由癌細胞穿過細胞外基質開始，緊接著侵入到循環系統中的血管或淋巴管，隨

著循環的體液而移動，最後貼附在內皮細胞上，穿破血管或淋巴管到達新的組

織器官，並藉由血管的新生成(angiogenesis)，奪取正常組織器官的養分而使癌細

胞大量增生(proliferation) 造成正常組織器官功能的耗弱，最後造成癌症病人的

死亡。而癌細胞在轉移擴散的過程中，可分為侵襲(invasion) 及轉移(migration)
兩個階段，其中腫瘤細胞破壞基底膜(basal membrane) 以侵入周圍組織，便稱之

為侵襲，而癌細胞藉由侵入到循環系統中的血管或淋巴管，隨著循環的體液而

移動，便稱之為轉移。當正常細胞轉變成癌症細胞時，需要特殊的訊息傳導使

其不斷的增生、逃脫細胞凋亡、誘發癌細胞組織周圍血管增生以供應足夠的養

分另外提升癌細胞對周圍組織的侵潤和轉移(2)。造成癌細胞轉移的機轉並不是

很清楚，可能導因於某些基因的突變造成功能失調，如 Myc、Ras 及 p53 等。當

Myc 基因突變時會造成癌細胞具有抗凋亡的能力，這主要是因為 Myc 誘發

Bcl-XL 蛋白質的表現(3)。而 Ras 的突變在很多研究證實與腫瘤細胞轉移有關，

其可能原因為 Ras-MAPK 訊息持續被活化而誘發 matrix metalloproteinase-2 
(MMP-2) 的大量表現，促使腫瘤細胞分解基底膜造成轉移(4-6)。p53 為轉錄因

子它具調節細胞週期、幫助 DNA 修復以及引發不正常細胞凋亡防止細胞癌化

(3)。造成腫瘤細胞轉移的另一種機轉是因生長因子及其受體過度表現或活化，

常見的有 FGF、EGF、IGF、HGF、PDGF 等(7)。在此情況下，生長因子的訊息

傳遞路徑會被持續性的激活，因而提高細胞生長速率、轉移及抗凋亡能力等。

惡性腫瘤細胞會產生胞外基質分解酵素，包括有 serine proteinase、
metalloproteinases (MMPs)、cathepsins、plasminogen activator (PA)，其中 MMP-9、
MMP-2 及 u-PA 在基底膜的破壞扮演著重要角色，與癌症的侵襲及轉移最有關。

惡性腫瘤細胞本身會製造 MMPs，在癌症等級增加時某些 MMPs 亦會相對的增

加，而 MMPs 具有蛋白分解活性可分解膠原蛋白，在腫瘤破裂的基底膜處可測

得大量的 MMPs，現已證實是用來作局部侵襲和遠處轉移，主要在於助長癌細

胞穿透基底膜，由血管滲入組織而達轉移之目的。 
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二、肝癌 
癌症(惡性腫瘤)已長年佔據台灣十大死亡原因的第一名，而近年來肝癌又在

癌症主要死亡原因中排行第二名(8)，根據流行病學統計結果指出：肝癌主要發

生於東南亞、中國大陸沿海區域及撒哈拉沙漠以南之非洲國家，並且造成全球每

年死亡人數至少達一百萬人(9)。 
肝癌大致可分為原發性肝癌與轉移性肝癌兩種，原發性肝癌依組織型態學主

要又可分成：肝細胞癌及膽管細胞癌；其中以肝細胞癌(hepatocellular carcinoma，
簡稱 HCC) 所佔比例最高，因此是一般肝癌最常見的種類。 
    就目前已知肝癌的可能危險因子包括：B 型肝炎(10)、或 C 型肝炎病毒(11)
造成之慢性感染及肝硬化、代謝性及酒精性慢性肝病、肝毒性物質如黃麴毒素(12)
之暴露、肝硬化、家族有肝癌病人(13)、有肝病的既往史、紅血球 Rh 系統 c 抗

原陽性等，此外，免疫機轉的缺陷、營養不良、感染、長期酗酒、服用過量藥物

如類固醇、荷爾蒙、動情素及先天性新陳代謝之缺陷等，亦有報告和肝癌有關。 
目前治療肝癌的方法包括化學療法、放射療法及外科手術法，為主要治療癌

症的方向，但這些療法均為病患帶來了另一項沉重的負擔，如：化學療法，易產

生嚴重的藥物毒性如：骨髓抑制、出血性膀胱炎....等；放射線療法，會造成正常

細胞的傷害；外科手術法無法完全根除癌細胞。這些種種的副作用，導致病患在

接受這些抗癌療法後，除了要承擔這些副作用外，又得面臨癌症隨時復發的可能

性(14)。因此，找出新的抗癌藥物、新的治療方式，藉由誘發癌細胞分化或促使

癌細胞重回正常的生長控制、及重新啟動喪失的程式凋亡反應(programmed cell 
death-apoptosis)，或阻止癌細胞進一步擴散，皆為目前研究之方向。 
三、龍葵 (Solanum nigrum ) 

龍葵始載於《唐本草》。原名龍葵、又名苦菜。《圖經本草》名苦葵、老鴉眼

睛草。《本草綱目》名水茄、天泡草。李時珍謂：『療癰疽腫毒』。龍葵為茄科植

物，葉片為卵形帶有波狀邊緣，莖直立，多分枝，夏季開花，頂生，有 4～10 朵

花，花梗下垂；花冠是白色，5 裂；雄蕊 5 花藥，頂端有 2 孔開裂；子房 2 室，

花柱長，基部有絨毛。未成熟的綠色果實有毒性，成熟後就不具毒性，是烏黑剔

透的漿果，一般人喜愛採食，滋味酸甜可口。全草含甾類生物鹼：茄邊鹼( 澳洲

茄邊鹼，Solamargine，C45H73O15N )、茄達鹼( Solasodamine，C51H82O20N )、茄解

鹼 ( 澳洲茄鹼，Solasonine，C45H73Ol6N )、茄微鹼( Solavilline，C50H81O20N )、
醣苷類、醣蛋白、多酚及皂苷。入肺、胃、膀胱經。苦，寒。有小毒。龍葵在台

灣民間俗稱烏子仔菜，屬野生植物，為農田雜草，民間有取其幼苗，嫩葉炒熟當

菜食用，也有取其成熟的果實食用，也有取幼苗或嫩葉搗碎外敷消癰疽腫毒、跌

打瘀傷。龍葵萃取物在動物實驗中具有抗發炎的效果(15-17)，傳統中藥多用於：

清熱、解毒、活血、消腫。在中國大陸有相當多篇關於龍葵的基礎與臨床的研究

報告，但大多是以含有龍葵之複方為主要的研究方向。龍葵及含有龍葵之複方被

廣泛地用在各種晚期的惡性腫瘤及惡性腫瘤的術後治療當中，目前已知，龍葵或

含有龍葵之複方對於胃癌(18-20)、肺癌(21, 22)、膀胱癌(23)等皆有顯著地療效，
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但是多以含龍葵之複方為主，至於其中有效成分是否為龍葵卻沒有肯定的答案，

且其中是透過何種路徑，來達到抑制腫瘤生長或延緩惡化的機制也並沒有說明。 
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研究目的 

近年來由於飲食習慣及環境改變的種種因素，導致了許多慢性病

的高發生率，而其中癌症的致病機轉不外乎與自由基及過氧化物的生

成有關。目前許多研究趨向以探討天然物中所含的成份，是否具有預

防疾病發生之功能為目的，而如何藉由中草藥之特性與發展，提升對於腫

瘤的治療與預防，將是值得我們深入討論的議題，現今癌症的治療方式，大多採

用手術摘除、放射線治療或是投予化學藥物，皆會對人體造成極大的傷害，及伴

隨著相當程度的副作用。現今許多研究趨向以天然藥物來達到其治療的目的，因

此本實驗室致力於開發天然物中所含的特殊成份，希望可以由攝取食品來達到預

防腫瘤發生之目的。龍葵在台灣民間俗稱黑甜仔，在南部及東部常取其葉子炒熟

當菜食用，在傳統與現代的科學記名有多項的醫學功能，包括治療肝炎、癌症、

降血脂、抗氧化、抑制突變、保護DNA 修補功能、增加解毒等，然而其生物活

性及醫學作用仍有待進一步探討，故希望藉由本研究能夠進一步探討及確認其醫

學功能，做為發展為健康食品之依據。 
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研究方法  
1. 龍葵水萃取物(SNWE) 的製備 

稱取 825 公克龍葵，將稍微清洗龍葵後修剪成較小片段，加水至覆蓋龍葵，

靜置隔夜。將靜置隔夜之龍葵熬煮至沸騰後悶煮 40 分鐘，重複上述動作 3 次，

將取得之汁液過濾去除雜質後，放置於烘箱中乾燥去除水分，在將乾燥後之萃取

物磨碎分裝，所得到的粉末即為龍葵水萃取物之乾躁粉末(SNWE)，得到產率為

10.64%，其中約含有 20.07% 的多酚成份，14.92% 的多醣體以及 4.81% 的蛋白

質(Tab. 1)，而後將其冰在-20℃冰箱存放。後續之實驗進行均以此龍葵水萃取物

乾燥粉末配製進行。在進行各種細胞實驗操作時，由 SNWE 配置成的各濃度溶

液均需先經 0.22 μm filter (MILLEX®-HA) 過濾除菌方可進行細胞實驗。 
2. 龍葵多酚萃取物(SNPE) 的製備 

稱取 100 克乾燥龍葵粉末，以 300 毫升甲醇溶液浸泡，水浴50℃， 3 小
時後過濾收集，連續 3 次，將濾液進行減壓濃縮乾燥，加 50℃，500毫升二次

水溶解，將濃縮之溶液加入 200 毫升己烷移除色素，取水層(下層)加入180 毫
升乙酸乙酯萃取後取上層溶液，連續萃取 3 次，進行減壓濃縮乾燥，最後加 250 
毫升二次水溶解，冰在－70℃放置隔夜，再經真空冷凍乾燥機乾燥為粉末，所得

到的粉末即為多酚，產率為2.31%，其中約含有58.36% 的多酚成份，11.32% 的
多醣體以及5.37% 的蛋白質(Tab. 1)。另可稱重以配取不同濃度龍葵多酚萃取物

(SNPE) 溶液。 
3. 細胞培養(cell culture) 

本實驗所使用的細胞自食品工業發展研究所生物資源保存暨應用中心購買

之人類肝癌細胞—HepG2 cells。細胞解凍後培養於含有 10% Fetal bovine serum、

1.5 g/L Sodium bicarbonate、4 mM glutamine、1 mM Penicillin -Streptomycin 的
modified Eagle's medium 培養液中。將培養箱設定 5% CO2、37℃的恆溫環境，根

據細胞生長速度定期更換培養液。 
5. 細胞移動性分析(migration assay) 

利用 48 well Boyden chamber 的分析方法，在 lower chamber 中含有 50 nM 
TPA 的培養液，用以誘導 HepG2 細胞移動(migration)；將事先處理不同劑量的

SNWE 或 SNPE 的細胞以 trypsin-EDTA 打下，用 trypan blue 計算細胞數，然後

注入固定量的細胞(5×104) 於 upper chamber，待細胞移動 24 小時以後，取下薄

膜，以甲醇固定細胞 10 分鐘，風乾 5 分鐘之後，以 Giemsa (1：20) 染色 1 小時，

最後固定住薄膜，擦拭掉薄膜之上層細胞，在 100×顯微鏡底下每個 well 隨機選

取 5 個視野，數 4 個 well，作移動細胞數之統計。   
6. 細胞侵入性分析(invasion assay) 

利用 48 well Boyden chambe 的分析方法，事先在薄膜上處理 100 μg/cm2 
Metrigel，並在 laminar flow 風乾 3~5 小時(視天氣而定)，lower chamber 為含有

50 nM TPA 的培養液，將事先處理不同劑量的 SNWE 或 SNPE 的細胞以

trypsin-EDTA 打下，並用 trypan blue 計算細胞數，然後注入固定量的細胞(5×104) 
於 upper chamber，待細胞移動 24 小時以後，取下薄膜，以甲醇固定細胞 10 分

鐘，風乾 5 分鐘之後，以 Giemsa ( 1：20 ) 染色 1 小時，最後固定住薄膜，擦拭
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掉薄膜之上層細胞，在 100×顯微鏡底下每個 well 隨機選取 5 個視野，數 4 個 well，
作移動細胞數之統計。 
7. 抑制人類肝癌細胞遷移機制之探討 

與細胞遷移有關之蛋白有 PKCα、p38、ERK1/2 等。故分析 SNWE 與 SNPE
所抑制細胞遷移的路徑，將有助於我們釐清其相關機轉。 
7-1. 西方點墨法(western blotting) 
7-1-1. 細胞溶解物 (cell lysate) 之製備 

將培養皿內培養液吸走，以 PBS 沖洗細胞二次，細胞收集起後，加入細胞

溶解緩衝液(RIPA buffer)，及蛋白質水解酶抑制劑，在 4 ℃下震盪 30 分鐘，4 ℃
高速離心 10,000× g，10 分鐘，吸取上清液到新的微量離心管中，儲存在－70℃。

取定量之 whole cell lysate，加水補至固定體積，然後再加入 5 倍追蹤染劑 (loading 
dye)，混合均勻，以 100 ℃加熱 10 分鐘，再迅速置於冰上，即可。 
7-1-2. 蛋白質電泳 (SDS-PAGE) 

首先將電泳液 (running buffer) 倒入電泳槽內槽中，再把處理好之蛋白質樣

本小心注入 well 中，勿使樣本溢出 well，其中一個 well 注入 protein standard 
marker，樣品 loading 完後，持續加入新的電泳液直到蓋過最內側之玻璃上緣；

外槽以回收的電泳液補至蓋過電導線為止。連接電泳槽與電源供應器，打開電

源，先以 70 伏特的電壓跑過 stacking gel，直至色帶跑至 stacking gel 與 separating 
gel 之交界處，再調整電壓為 100 伏特，當色帶跑至底線時才停止電泳。 
7-1-3. 蛋白質樣本之轉漬 (electrotransfer) 

電泳完畢後將膠體取出，截去多餘之部份，將膠體置於兩張經轉漬液 
(transfer buffer) 潤濕過的濾紙上，膠體上面再放上與膠體大小相同之硝化纖維紙

(硝化纖維紙也需事先經轉漬液浸濕），再放上兩張經轉漬液浸濕過的濾紙，並用

玻璃棒趕走夾在其中的氣泡，最後再以夾板(內含海綿襯墊)夾緊，放入轉漬槽

中，同時要將轉漬槽放在冰上，以固定 300 毫安培轉漬 2 個小時。 
7-1-4. 免疫墨點法 (immunoblotting) 

轉漬完後將硝化纖維紙取出，用 TBS buffer 漂洗數分鐘，再以 5% blocking 
buffer 於室溫下 1 小時作用。之後，倒掉 blocking buffer，再以 TBS-tween 漂洗

三次 10分鐘。換上一級抗體，置於 4 ℃下，作用 12~16小時，再以 TBS-tween buffer
漂洗三次 10 分鐘。接著，換上二級抗體，於室溫下溫和作用 1 小時，再以

TBS-tween buffer 漂洗三次 10 分鐘。最後加入 ECL 顯色，並以冷光儀偵測。 
7-2. 轉殖 (transfection) 

感謝中山醫學大學 生化暨生物科技研究 劉哲育教授所提供之持續活化態

之 PKCα之質體 DNA (constitutively active PKCα)。於 60 mm 的培養皿中，種

1.5×106 / 2ml 的 HepG2 細胞，並以完整 MEM medium（含有 10% 的 FBS 及 1% 
PS、200 mM L-glutamine、100 mM NEAA、100 mM Sodium Pyruvate），培養 24
小時後作基因轉殖。 

準備兩個滅過菌的 1.5 ml 離心管，每一管各加入 0.5 ml 不含抗生素及血清

之培養液，其中一管加入 8 μg 的 DNA，另一管加入 10 μl 的 LIPOFECTAMINE 
reagent。將這兩管混合在一起，充分混合均勻(利用 tip 吸放至少 60 次以上，增
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加碰撞機率)。然後在室溫靜置 45 分鐘，讓 DNA 和 liposome 形成 complex。 
此時將細胞培養液置換成 2 ml 同樣不含抗生素及血清之 MEM medium，放

入 370C 的培養箱中備用。 
當 DNA 和 liposome 作用時間到時，即先將 dish 中的細胞培養液去除，加

入 0.8 ml不含抗生素及血清的培養液 (HepG2) 及DNA 和 liposome 所形成之複

合體 complex (利用剪去尖端的 1 ml tip 吸起)，放入 37℃的培養箱中培養，進行

基因轉殖。 
轉殖經過 6 小時後，換掉含有藥劑的培養液，加入 2 ml 含有 10 % FBS 之

完整生長培養液，依實驗需要在不同時間點收細胞，後續做西方點墨法(western 
blotting) 或細胞移動性能力分析(migration assay)。 
8. 血管新生作用 

癌細胞的轉移(metastasis) 對於腫瘤的發展非常重要，也是決定癌症病患死

亡率與發病率的主因，轉移可定義為癌細胞離開原來的腫瘤(primary tumor)，移

動到鄰近的血管中，至其他組織或器官形成第二腫瘤(secondary tumor)；而血管

新生作用(angiogenesis)在這過程中扮演一個相當重要的步驟。新血管的形成主要

就是提供第二腫瘤所需的養分，在這期間癌細胞會存活於循環系統中，直到進入

微血管，穿透血管壁，侵入附近的組織，之後不斷增殖，而形成一個新的腫瘤塊。 
8-1. 腫瘤細胞誘發雞胚胎尿囊膜產生血管新生作用試驗 
[Tumor angiogenesis assay using chicken chorioallantoic membrane (CAM)] 

為了探討龍葵萃取物血管新生作用的影響，我們首先利用雞胚胎外層所佈滿

細小微血管的尿囊膜(chorioallantoic membrane, CAM) 作為研究平台，再利用腫

瘤細胞誘使微血管的產生聚集，伴隨SNPE 的加入，藉以觀察SNPE 是否具有抑

制血管新生作用之功效。 
取人類肝癌細胞HepG2 1x107 cell/ml 以PBS作成細胞懸浮液，再加入50% 

(v/v) 的Matrigel 充分混合均勻，再選擇加入加入不同劑量的SNPE 後，於雞胚

胎的尿囊膜上滴入30 μl 的體積，連續培養四天後，觀察並計數細胞團塊週遭所

產生的血管數量，以評估SNPE 對於血管新生作用之影響。 
8-2. 裸鼠體內血管新生作用試驗 (Matrigel plug assay) 

取人類肝癌細胞HepG2 5x106 cell/ml 以PBS 作成細胞懸浮液，再加入50% 
(v/v) 的Matrigel 充分混合均勻，再選擇加入不同劑量的SNPE。將五週大之裸鼠

以每組五隻為單位隨機分為四組，分別為單獨Matrigel 的控制組，於裸鼠的下背

部兩側單獨注入400 μl 的Matrigel 與200 μl 的PBS；HepG2 誘導組，於裸鼠兩

側注入400 μl Matrigel 與200 μl HepG2 細胞的混合液；以及兩個SNPE 加藥組，

於裸鼠兩側注入400 μl Matrigel、200 μl HepG2 細胞與0.25 mg/ml 或0.5 mg/ml 
之SNPE 的混合液。在完成注射動作後，以正常飼料餵食15天後犧牲，觀察腫瘤

細胞週遭的血管新生情形。接著將腫瘤以PBS 浸泡，將腫瘤中之血紅素溶出，

以13200 rpm 離心10 分鐘後取上清液20 μl，加入1 ml的Drabkin’s reagent 試劑 
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 避光反應15 分鐘，於540 nm 下測定吸光值，定量

出血紅素的變化，藉以評估腫瘤中血管新生的情形。 
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9. 統計分析 
試管外及細胞實驗過程每組皆三重複以上，採用 Student's t-test 統計分析，

凡 p < 0.05 以下時表示為有意義的差異。 
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研究結果 
細胞移動性分析 

本試驗是採用 Boyden chamber 的分析方法來觀察 SNWE 或 SNPE 抑制肝

癌細胞移形( migration )的能力。由於人類肝癌細胞本身之移動性較低，選用一般

的誘導物質(如：血清)，並不能有效地誘導肝癌細胞出現移行現象。根據文獻指

出，TPA 能夠有效提升 HepG2 細胞的移行能力，故後續實驗選用 50 nM TPA 作

為誘導物質，藉以評估龍葵萃取物抑制肝癌細胞之移行作用，甚至侵入性能力分

析(24)。故先以 MTT 試驗，找出 SNWE 與 SNPE 對於 HepG2 細胞的毒性劑量，

再選以小於半致死劑量之劑量作為後續研究之標準(Fig. 1)。結果發現，隨著事先

處理 SNWE 或 SNPE 濃度的增加，細胞移行的能力有顯著地下降趨勢，因此證

實了 SNWE 與 SNPE 確實具有抑制肝癌細胞移形能力的效用(Fig. 2-3)。由以上

結果推論，SNPE 抑制 HepG2 細胞移形的效果比 SNWE 要來的有效，且選用的

劑量皆低於 SNWE ，所以可以得知 SNWE 之所以可以抑制細胞移行之主要成

分，可能就是多酚。 
細胞侵入性分析 

本試驗除採用 Boyden chamber 的分析方法外，尚利用了額外鋪設

metrigel ，增加細胞移形的困難度，藉此來觀察細胞是否具有更為強烈的移動能

力(或稱浸潤現象，invasion )，故可由此來評估 SNWE 或 SNPE 抑制肝癌細胞浸

潤的能力。結果發現，隨著事先處理的 SNWE 或 SNPE 濃度增加，細胞浸潤到

chamber 下層的數目有減少的趨勢，因此證實 SNWE 與 SNPE 確實具有抑制肝

癌細胞浸潤能力的效用(Fig. 4)。由結果中可發現，SNPE 抑制 HepG2 細胞浸潤

的效果明顯優於 SNWE，且有效劑量顯著低於 SNWE，所以可以得知 SNPE 具
有抑制肝癌細胞移形能力，甚至能夠抑制更為惡化的浸潤現象。而在 Fig. 3 中也

可得知，原本在 SNWE 濃度為 1 mg/ml 時，就可有效抑制 HepG2 細胞的移形現

象，但是在評估 SNWE 的抑制細胞浸潤能力時，同一濃度卻沒有辦法有效地減

少細胞浸潤的數目，顯示 SNWE 雖然對於細胞的移形能夠有效地抑制，但是對

於細胞展現更為強烈的浸潤現象時，卻會失去其抑制之效果(Fig. 4)。 
抑制人類肝癌細胞遷移機制之探討 

由於之前的實驗結果證實，龍葵萃取物(SNWE 與 SNPE)皆能夠有效地抑制

TPA 所誘導的移行作用，甚至浸潤作用，因此我們接下來進一步分析龍葵萃取物

抑制肝癌細胞遷移之作用，是透過影響哪些蛋白之變化。TPA 是一種已知的促癌

劑，也已被證實會透過活化 PKCα蛋白調控細胞之生理作用(25)。故本機制探討

中，皆以 50 nM 之 TPA 處理，並加入不同劑量之 SNWE 或 SNPE，經過 24 小時

後，收集細胞蛋白萃取物，以西方點墨法觀察細胞內蛋白質的變化。首先我們先

觀察龍葵萃取物對於 TPA 誘導後 PKCα 的變化，結果發現，龍葵萃取物確實能

夠降低 PKCα 的表現量，無論是 SNWE 或是 SNPE 皆發現能夠有效抑制 PKCα
的表現，且有呈現劑量依賴性(dose-dependent)的趨勢(Fig. 5)。接著我們觀察位於

PKCα 下游的蛋白 MAPK 家族成員，MAPK 家族成員主要有 ERK1/2、p38 與
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JNK1/2，皆已被證實與許多細胞的遷移作用有密切相關(26)。於是我們觀察

MAPK 家族成員之變化，發現 SNWE 能夠降低 p38 蛋白的磷酸化表現，但是卻

對於其他的 ERK 或 JNK 成員之磷酸化變化沒有影響(Fig. 6 A)；同樣的，SNPE
也能夠對 p38 的磷酸化現象有所降低，但是也對 ERK1 的磷酸化現象有所抑制，

可是同樣也對 JNK 的磷酸化現象沒有影響(Fig. 6 B)。而龍葵萃取物是否僅透過

如此的訊息傳遞就能夠影響肝癌細胞的轉移，尚待進一步的研究，是否還有其他

更上游的蛋白有受到其調控，也需要更進一步的分析。 
PKCα的抑制劑降低 HepG2 細胞的遷移作用 

為了確認 PKCα在細胞遷移作用中扮演一個重要的角色，龍葵萃取物也是透

過降低PKCα的表現量，進而抑制HepG2細胞的移行作用，所以使用不同的PKCα
抑制劑，有 Go-6983 (29)、Ro-32-0432 (30)，藉由不同的 PKCα抑制劑觀察，是

否抑制 PKCα的活性確實能夠降低細胞的移行作用。結果顯示，抑制劑皆能夠有

效降低 HepG2 細胞的移行數目(Fig. 7)，此一結果也符合龍葵萃取物(SNWE 或

SNPE) 的發現。 
持續活化態 PKCα減低龍葵萃取物抑制 HepG2 的移行作用之效果 

進一步要確認 PKCα蛋白對於龍葵萃取物抑制細胞移行作用之重要，因此我

們在 HepG2 細胞內送入持續活化態的 PKCα，以西方點墨法確認持續活化態的

PKCα 送入之效果，因為此一 construct 之設計原理是僅保留 PKCα 的 kinase 
domain 部位，故出來的產物較小，僅有 50 kDa (Fig. 8 A)(32)。成功在細胞中表

現持續活化態的 PKC 並不會受到龍葵萃取物的加入而有所變化(Fig. 8 B)，因此

我們接著觀察送入此以持續活化態的 PKC 是否會影響龍葵萃取物對於細胞內蛋

白質表現量的調控。結果發現，持續活化態的 PKC 能夠有效減低 SNWE 與 SNPE
對於 ERK1 的磷酸化調控，而且持續活化態的 PKC 也能夠降低 SNWE 對於 p38
磷酸化的影響，但是卻無法完全減低 SNPE 對於 p38 磷酸化的抑制(Fig. 8 C)，顯

示 SNPE 尚可能有透過其他的機制去影響 p38 的磷酸化。接著我們陸續觀察持續

活化態的 PKCα 是否能夠確實地減低 SNWE 與 SNPE 對於肝癌細胞的遷移作用

之影響，結果發現，在細胞遷移試驗中可以得知。持續活化態的 PKCα確有提高

在 SNWE 處理下的肝癌細胞遷移之數目，但是 SNPE 卻仍具有相當程度的抑制

細胞遷移之效果，意味著 SNPE 並不是僅靠調控 PKCα蛋白的表現而去抑制肝癌

細胞的移行作用(Fig. 9)。 
龍葵萃取物對於抑制其他種類的癌細胞移行作用之效果 

為了進一步確認龍葵萃取物抑制癌細胞之能力，我們選用其他不同種類的癌

細胞進行細胞移動性分析，以 SNWE 或 SNPE 事先處理乳癌細胞(MDA-MB-231)
與腸癌細胞(HT-29) 後，經過 24 小時，同樣以 TPA 誘導誘導癌細胞產生遷移之

作用，24 小時後，計數遷移的細胞數目，結果發現，龍葵萃取物確實具有抑制

癌細胞轉移之能力，其中以 SNWE 對於 MB-231 的效果最為顯著，而 SNPE 則

對 HT-29 的效果最好(Fig. 10)，顯示龍葵萃取物對於其他種類的癌細胞具有相似

之作用，再一次證實龍葵萃取物具有抑制癌細胞轉移之能力。 
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龍葵多酚萃取物抑制血管新生作用 
腫瘤細胞誘發雞胚胎尿囊膜產生血管新生作用試驗 
[Tumor angiogenesis assay using chicken chorioallantoic membrane (CAM)] 

因此我們接著觀察對於抑制效果較為顯著的龍葵多酚萃取物(SNPE) 對於血

管新生作用的影響。結果發現，在雞胚胎的血管新生作用試驗中，單獨的Matrigel 
雖然會誘導微量的血管新生作用，可是可以清楚地看出在有肝癌細胞HepG2 的
加入之後，其細胞團塊週遭所誘發的血管新生作用更為顯著，而隨著SNPE 0.25 
mg/ml 與0.5 mg/ml 的加入，HepG2 細胞團塊週遭所誘發的血管數量皆有顯著地

減少約19.81% 與44.00% (Fig. 11)。 
裸鼠體內血管新生作用試驗 (Matrigel plug assay) 

腫瘤細胞以皮下注射於裸鼠活體動物中，觀察腫瘤細胞所誘導之血管新生作

用，伴隨著不同劑量的SNPE 加入，評估SNPE 對於血管新生作用的影響。結果

發現，單獨的Matrigel 並不能引起血管新生作用之產生，這點與CAM 試驗中有

所不同，但是在有癌細胞HepG2 的腫瘤中，明顯可以看到腫瘤遍佈暗紅色的團

塊，顯示腫瘤當中富含豐富的紅血球，意味著癌細胞確實有誘發血管新生作用之

產生，而在有加入SNPE 的藥劑組中，隨著SNPE 的劑量的增加，可以明顯看到

腫瘤中的暗紅色區塊的減少，暗示SNPE 具有抑制血管新生作用之功效(Fig. 
12)。利用Drabkin’s reagent 試劑將腫瘤中的血紅素定量，評估SNPE 對於癌細胞

所誘發的血管新生作用之影響。根據結果顯示，腫瘤中確實富含血紅素，意味著

血管新生作用之旺盛，而在加入SNPE 之後，0.25 mg/ml 的劑量即降低了腫瘤中

72.61% 的血紅素數量，而0.5 mg/ml 的SNPE 更顯著地減少97.08% 的血紅素數

量，顯示SNPE 確實具有抑制腫瘤細胞所誘發的血管新生作用之能力(Fig. 13)。 
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討論 
龍葵萃取物抑制癌細胞之轉移 

癌細胞的轉移作用在癌症發展過程當中扮演相當重要的角色，因此探討天然

萃取物對於癌細胞的轉移作用之影響，實為目前研究癌症發展之重要方向。在前

兩年的研究成果中已證實，龍葵確實具有抑制肝癌細胞生長、降低肝纖維化與肝

癌之發生率的作用，適合發展為降低肝癌發生率之保健食品。在本篇報告中，顯

示龍葵萃取物具有抑制肝癌細胞轉移作用之能力。由本篇研究的初步結果可以得

知，龍葵萃取物具有抑制肝癌細胞轉移之能力，SNWE 在低劑量 0.2 mg/ml 時就

能夠抑制肝癌細胞的移行數目，但是再分析進一步的侵潤作用時，卻似乎失去其

抑制的效果，顯示細胞的移行作用(migration) 與侵潤作用(invasion) 之中尚有某

些特殊的機制存在，影響著細胞這兩種相似卻又不相同的生理作用，若能找出其

中之路徑變化，相信對於了解癌症之研究將更進一步；不同於 SNWE，SNPE 在

低劑量 0.2 mg/ml 時對於肝癌細胞的移行、侵潤作用皆有相當程度的抑制效果，

而在本篇的結果也可顯示 SNPE 之抑制效果卻有比 SNWE 要來的好，但是不管

是 SNWE 或是 SNPE，似乎也擁有抑制其他種類的癌細胞轉移之可能，但是所調

控之路徑機制是否相同，尚需要更進一步的証明。在研究龍葵萃取物抑制肝癌細

胞轉移之路徑機制時，雖然發現 SNWE 與 SNPE 對於 PKCα 及其下游的 MAPK
家族有所調控，但是否有其他的調控機制需要再更進一步去證實，如以龍葵萃取

物所影響蛋白的時間點變化，搭配抑制劑或大量表現特定蛋白的載體

(overexpression construct)，說不定可以推斷出這些路徑的先後順序，將有助於幫

助我們了解龍葵萃取物對細胞移行作用之影響。 
龍葵萃取物抑制血管新生作用 

過去的研究成果已顯示，龍葵萃取物確實具有抑制肝癌細胞的生長，促進肝

癌細胞產生細胞凋亡或細胞週期停滯等現象；而在化學性誘導肝癌產生之動物模

式中，也證實龍葵萃取物具有抑制肝癌發生率之功效；而目前的研究結果也顯

示，龍葵萃取物似乎也具有抑制腫瘤細胞所誘導之血管新生作用之發生，意謂龍

葵萃取物對於減緩癌症之發生確實具有一定之功效。 
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Table 1. Dry Weight, Polyphenol, Polysaccharide, and Protein Content of Water 
Extract of SNWE 

 
 SNWE (%) SNPE (%) 

Yield 10.64 ± 2.10 2.31 ± 0.05 
Polyphenol 20.07 ± 0.69 58.36 ± 0.11 

Polysaccharide 14.92 ± 1.33 11.32 ± 0.91 
Protein 4.81 ± 0.42 5.37 ± 0.55 
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Fig. 1. The cytotoxicity effects of SNWE or SNPE on human hepatocarcinoma 
cell line. HepG2 cell was incubated with different concentration SNWE or SNPE (0.1 
~ 2 mg/ml) in 37℃ for 24 hrs.  The data were means ± SD for three replicates per 
treatment. 
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Fig. 2. SNWE and SNPE inhibit TPA-induced scatteration of hepatoma cells.  
HepG2 cells were untreated (control) or treated with 50 nM TPA (TPA) coupled with 
various doses of SNWE or SNPE for 24 hrs.  EMT-like morphology change of 
HepG2 cell was observed under a light microscope.  The arrow showed the cell 
scatteration by TPA induced.  The cells were photographed under x100 
magnification. Representative of at least three experiments. 
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Fig. 3. SNWE and SNPE inhibited TPA-induced migration in hepatoma cells.  
HepG2 cells were pre-treated with various doses of SNWE or SNPE for 24 hrs.  
Cells (5x104) were seeded onto the upper chamber for 24 hrs.  The TPA (50 nM) was 
applied to the lower chamber as a chemoattractive agent.  Cells that had migrated or 
invaded to the lower surface of the membranes were counted under a light microscope.  
Relative quantitation of the migrated cells was done.  The migration of TPA-treated 
samples was taken as 100% in each experiment.  Each result was obtained from 
average of at least three separate experiments.  The migratory effect inhibited by 
SNWE or SNPE was analyzed by t test.  
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Fig. 4. SNWE and SNPE reduced TPA-induced invasion in hepatoma cells. 
HepG2 cells were pre-treated with various doses of SNWE or SNPE for 24 hrs.  
Cells (5x104) were seeded onto the upper chamber consisting of 8-μm pore-size filters 
coated with Matrigel basement membrane matrix for 24 hrs.  The TPA (50 nM) was 
applied to the lower chamber as a chemoattractive agent.  Cells that had migrated or 
invaded to the lower surface of the membranes were counted under a light microscope.  
Relative quantitation of the migrated cells was done.  The migration of TPA-treated 
samples was taken as 100% in each experiment.  Each result was obtained from 
average of at least three separate experiments. The migratory effect inhibited by 
SNWE or SNPE was analyzed by t test. 
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Fig. 5. SNWE and SNPE reduced PKCα protein expression in human 
hepatocarcinoma cells.  SNWE and SNPE reduced the expression of PKCα in 
hepatocarcinoma HepG2 cells.  The HepG2 cells were treated with 50 nM TPA 
coupled with SNWE or SNPE for 24 hrs.  After the cells were harvested, western 
blot analyses were done with anti- PKCα and actin antibodies as described in the 
Materials and Methods.  Results from a representative experiment are shown.  The 
values below the figures represent change in protein expression of the bands 
normalized to actin 
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Fig. 6. (A) SNWE reduced the protein levels of MAPK family on human 
hepatocarcinoma cells.  SNWE reduced the expression of phosphor-p38 in 
hepatocarcinoma HepG2 cells.  The HepG2 cells were treated with 50 nM TPA and 
various concentration of SNWE for 24 hrs.  After the cells were harvested, western 
blot analyses were done with anti- MAPK family and actin antibodies as described in 
the Materials and Methods.  Results from a representative experiment are shown.  
The values below the figures represent change in protein expression of the bands 
normalized to actin. 
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Fig. 6. (B) SNPE reduced the protein levels of MAPK family on human 
hepatocarcinoma cells.  SNPE reduced the expression of phosphor-p38 in 
hepatocarcinoma HepG2 cells.  The HepG2 cells were treated with 50 nM TPA and 
various concentration of SNPE for 24 hrs.  After the cells were harvested, western 
blot analyses were done with anti- MAPK family and actin antibodies as described in 
the Materials and Methods.  Results from a representative experiment are shown.  
The values below the figures represent change in protein expression of the bands 
normalized to actin. 
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Fig. 7. The inhibition of PKCα inhibitors on TPA-induced migration in human 
hepatocarcinoma cells.  HepG2 cells were treated with 50 nM TPA coupled with 
PKC inhibitor Ro-32-0432 5 μM or Go-6983 10 μM or none for 24 hrs.  Relative 
quantitation of the migrated cells was done.  The migration of TPA-treated samples 
was taken as 100% in each experiment.  Each result was obtained from average of at 
least three separate experiments.  The migratory effect inhibited by PKCα inhibtors 
were analyzed by t test (P < 0.0001).  
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Fig. 8. SNPE reduced phosphorylation of ERK and p38 by constitutively active 
PKCα in HepG2 cell.  (A) HepG2 cells were transfected with 8 μg of vector 
(denoted as vector) or active PKCα plasmid (denoted as caPKCα) in 60 mm dish for 
24 hrs and (B) subsequently treated with SNWE 1 mg/ml or SNPE 0.5 mg/ml for 24 
hrs.  (C) Cells were lysed for western blotting to detect the expression of 
phosphor-ERK and phosphor-p38.  Results from a representative experiment are 
shown.  The values below the figures represent change in protein expression of the 
bands normalized to actin. 
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Fig. 9. SNWE and SNPE reduced migration of HepG2 cell by constitutively 
active PKCα.  HepG2 cells were transfected with constitutively active PKCα 
plasmid in 60 mm dish for 24 hrs.  Transfected cells were pre-treated with SNWE or 
SNPE or not for 24 hrs.  Cells (5x104) were seeded onto the upper chamber for 24 
hrs.  Cells that had migrated to the lower surface of the membranes were counted 
under a light microscope.  Relative quantitation of the migrated cells was done.  
The migration of cells which were transfected with constitutively active PKCα 
plasmid as induced control.  Each result was obtained from average of at least three 
separate experiments.  The migratory effect inhibited by SNWE or SNPE were 
analyzed by t test.  
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Fig. 10. SNWE and SNPE reduced different kinds of cancer cell migration by 
TPA-induced.  (A)The cytotoxicity effects of SNWE and SNPE on different kinds 
of cancer cells.  (B)The inhibitory effects of TPA-stimulated migration were 
inhibited by SNWE and SNPE.  (A)Cancer cells were incubated with different 
concentration SNWE or SNPE (0.1 ~ 2 mg/ml) for 24 hrs.  (B)Analysis of the 
migratory response of various cancer cells to TPA (50 nM) was performed using the 
48 microchemotaxis chamber assay as described in "Materials and Methods."  Cells 
were pre-treated with various doses of SNWE or SNPE for 24 hrs.  Cells were 
induced migration by 50 nM TPA for 24 hrs.  Relative quantitation of the migrated 
cells was done.  The data are expressed as the percentage of migration ± SD relative 
to TPA-stimulated migration.  The results are representative of at least three 
independent experiments. *, p < 0.01, was compared with TPA induced control.  **, 
p < 0.005, was compared with TPA induced control. 
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Fig. 11. SNPE inhibited in vivo tumor angiogenesis.  (A) SNPE inhibited tumor 
angiogenesis in the CAM model.  HepG2 cells were harvested, and re-suspended in 
PBS at 1 x 107 cells/ml.  Aliquots of the cells (15 μl) were mixed with 15 μl of 
Matrigel in the absence or presence of SNPE as indicated.  The cell mixture was 
implanted onto the CAM of a 9-day-old chick embryo to grow tumor.  The total 
blood vessels around the Matrigel were counted at 4 days after the implantation.  The 
pictures are representatives of each treatment.  (B) Quantification of blood vessels on 
the CAM. The number of blood vessels was normalized to that of Matrigel alone, and 
the data was the mean ± SD from two independent experiments (n= 4).  *, Indicated 
significant difference when the blood vessel number was compared to that of the cells 
without SNPE (p < 0.05). 
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Fig. 12. SNPE inhibited tumor angiogenesis in nude mice model.  HepG2 cells 
were re-suspended in PBS at 1 x 107 cells/ml, and aliquots of the cells (0.2 ml) were 
mixed with 0.4 ml of growth-factor-reduced Matrigel in the absence or presence of 
SNPE at 0.25 mg/ml or at 0.5 mg/ml.  The HepG2 cells with Matrigel were injected 
subcutaneously into the both sites of female nude mice, respectively.  The nude mice 
were euthanized in 15 days, respectively, after the implantation.  The Matrigel plugs 
were removed from the mice. The photos are representative Matrigel plugs. 
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Fig. 13. SNPE inhibited tumor angiogenesis in nude mice model.  HepG2 cells 
were re-suspended in PBS at 1 x 107 cells/ml, and aliquots of the cells (0.2 ml) were 
mixed with 0.4 ml of growth-factor-reduced Matrigel in the absence or presence of 
SNPE at 0.25 mg/ml or at 0.5 mg/ml.  The HepG2 cells with Matrigel were injected 
subcutaneously into the both sites of female nude mice, respectively.  The nude mice 
were euthanized in 15 days, respectively, after the implantation.  (A) The Matrigel 
plugs were removed from the mice. The photos are representative Matrigel plugs.  (B) 
Hemoglobin levels of Matrigel plugs.  Hemoglobin levels in the supernatant were 
quantified with Drabkin’s reagent kit (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).  The data are 
mean ± SD from replicate experiments (n = 5). *, Indicated significant difference 
when the hemoglobin content was compared to that of the control (p < 0.0005). 
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Fig. 14. Schematic model of SNWE and SNPE inhibiting migration in HepG2.  
SNWE and SNPE were shown to be capable of inhibiting TPA induced migration 
through the mechanism suppression of PKCα /p38, ERK signaling.  However, the 
cross-link between these three signaling is poorly understood. 
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中文摘要  
龍葵，為茄科植物分布於全球的耕地。在民間用於清熱解毒消腫，在醫學

功能上已被證實具有抗氧化、抗發炎、護肝作用之功效。本篇研究目的是觀察龍

葵水萃物(SNWE) 及龍葵多酚萃取物(SNPE) 是否能夠抑制腫瘤的轉移及與其密

不可分的血管新生作用。首先，利用細胞毒性實驗、傷口癒合、移動分析、MMP
電泳實驗來觀察 SNWE 及 SNPE 是否可以在 in vitro 抑制 B16-F1 細胞轉移，結

果顯示在不殺死細胞的前提下處理 SNWE 及 SNPE 後，細胞傷口癒合及移動能

力明顯變差，而 MMP-2 及 MMP-9 的表現量也是降低。進一步以西方墨點法分

析與轉移相關的蛋白，實驗數據顯示 Ras、PI3K/Akt、NF-κB、PKCα、PKCδ、
JNK-p、P38-p 蛋白表現量皆明顯下降。此外，與細胞骨架有關的蛋白 RhoA、

CDC42 在處理 SNWE 後其表現量也隨之降低。接著以動物模式驗證龍葵抑制

腫瘤轉移的作用，以尾靜脈注射的方式將 B16-F1 細胞打入鼠體內並同時餵食

SNWE，發現腫瘤轉移到肺臟或其他臟器的情形有得到改善，而腫瘤的生長也明

顯受到抑制。接著透過雞胚胎實驗及 Plug assay，證實 SNWE 及 SNPE 皆能抑

制血管新生作用。從以上的結果，推測龍葵具有降低腫瘤轉移及抗血管新生作用

的潛力。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
關鍵字: 黑色素瘤; 轉移; PI3K/Akt; NF-κB; PKC; 龍葵     
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英文摘要 
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前言 
根據行政院衛生署統計資料顯示，台灣地區主要死亡原因中，惡性腫瘤自

民國 71 年至今，為國人十大死亡原因之首位。平均每 3 分 42 秒就有 1 人死亡，

國人整體平均壽命持續延長，男性達 75.5 歲、女性 82 歲，比起去年又延長了 0.03
歲與 0.29 歲。不過，惡性腫瘤已經連續 27 年蟬聯十大死因之首，依序為心臟疾

病、腦血管疾病、肺炎與糖尿病、意外事故、慢性下呼吸道疾病、慢性肝病及肝

硬化，第九名是自殺、第十名是腎病。平均每 13 分 30 秒就有 1 人死於癌症，故

癌症堪稱為國人頭號殺手。傳統治療癌症的方式包括 : 手術切除、化療和放射

線治療，然而，這些療法通常會伴隨著副作用的產生或是切除的不徹底。所以找

出適當治療癌症的方法，仍是許多研究致力的目標。黑色素細胞是皮膚上的光受

體(photoreceptor)，可分泌黑色素(melanin) 保護它周圍的其他細胞，包含上皮細

胞及角質細胞。爲提高存活率，除細胞本身的特質外，周邊的上皮細胞和角質細

胞也會分泌一些因子給黑色素細胞使用，使其大量表現 Bcl-2 家族成員。由於黑

色素瘤細胞是如何由黑色素細胞轉變而成的作用機轉尚未清楚，況且黑色素本身

的特性而易導致黑色素瘤細胞不易死亡，因此目前黑色素瘤尚無良好的致癌藥

物。近年來，皮膚黑色素細胞瘤的發生率逐年增加，且在皮膚相關癌症的死亡率

中佔了相當大的比例。2009 年衛生署統計資料顯示，不分年齡及性別，黑色素

細胞瘤皆有機會發生，且轉移迅速，常對化學治療有很強的抵抗性，在治療上往

往困難重重。而治療黑色素瘤的方法分為四種:外科切除、化療、放射線治療以

及生物性療法(或稱免疫療法)，但往往會引起病患嚴重的副作用，甚至有致死的

危險性。因此從天然植物中尋找有效抗癌又安全的草藥複方或化合物儼然成為近

年來的熱門話題之一。 
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文獻探討 
龍葵(Solanum nigrum L.) 簡介 
一. 背景介紹 

龍葵(Solanum nigrum L.) 始載於《唐本草》。原名龍葵、又名苦菜。《圖經本

草》名苦葵、老鴉眼睛草。《本草綱目》明水茄、天泡菜。物種分類: 植物界 
Plantae、木蘭植物門(開花植物或被子植物) Magnoliophyta. 木蘭綱(雙子葉植物) 
Magnoliopsida. 茄目 Solanales. 茄科 Solanaceae. 茄屬 Solanum.。而龍葵在台灣

民間則又稱為黑甜仔菜、黑鬼仔菜、烏子茄，屬野生植物，為農田雜草，民間有

取其幼苗，嫩葉炒熟當菜食用。莖葉有解熱、利尿、解毒之效，也可外敷及跌打

損傷等。 
二. 型態 

龍葵屬野生植物，生於田邊、菜園、路邊、荒地、坡地陰濕肥沃的草地上，

分布於全國，為一年生草本，於南北半球的熱帶和溫帶都可見到其身影，分布範

圍相當廣泛。根: 圓錐形，淡黃色，多分枝，者根常木化。莖: 直立，多分支，

高 50~100 公分，基部有時木質化，有縱直稜線，沿稜被細毛。葉: 葉互生有柄，

葉片卵形或近菱形，長 4~10 公分，寬 3~6 公分，先端漸尖或鈍尖，基部寬楔形，

下延至葉柄，全緣或有疏波狀齒，無毛或被疏毛。花: 夏季開花，傘形聚繖花序

頂生，有 4~10 朵花，花梗下垂，花冠白色，鐘形，5 裂 ; 雄蕊 5 花藥頂端 2 孔

開裂 ; 子房 2 室，花柱長，基部有絨毛。果: 直徑約 0.8~1 公分，未成熟的綠色

果實有毒性，成熟後是烏黑剔透的漿果，基部有宿萼。一般人最愛採食它的漿果，

滋味略酸甜可口。 
三. 產地 

台灣全島、蘭嶼、綠島、小琉球、金門、馬祖。 
四. 成分 

龍葵全草含苷類甾體生物鹼，約 0.04%，龍葵鹼(茄鹼 solanine)澳洲茄明鹼(茄
達鹼 solasodamine)，澳洲茄邊鹼(茄邊鹼 solamargine)，澳洲茄鹼(茄解鹼

solasonine)。龍葵鹼水解後的苷元是龍葵胺(solanidine)，其餘各鹼水解後的苷元

是澳洲茄胺(solasodine)，還含龍葵定鹼。龍葵葉和未成熟果實所含生物鹼比莖和

成熟果實較多。成熟果實僅有微量配糖生物鹼。葉、莖和全植物含澳洲茄邊鹼量

最高。在果實生成期所含澳洲茄邊鹼量最高。此外，尚含皂苷，其苷元為萼鞍皂

苷元(diosgenin) 和替告皂苷元(tigogenin)；並含維生素 A 類物質和維生素 C，龍

葵漿果的提出物中還含有酯、羧基化合物、甾醇、酚性化合物等，其主要成分為

黃色不飽和酯。 
五. 龍葵醫學功能 
1. 防止自由基所造成的 DNA 傷害(1, 2) 
2. 具有保肝作用，可保護肝臟免於四氯化碳誘導的肝損傷(3, 4) 
3. 誘導氮氧化物的產生(5) 
4. 在 TPA 所刺激的乳癌細胞 MCF-7 中，能抑制細胞內轉錄因子 NF-κB 和 AP-1
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與 DNA 結合的活性(6) 
5. 在墨西哥的傳統醫學中已被視為鎮定神經之藥物(7) 
6. 具有抑制小鼠肉瘤 S-180 的活性(8) 
7. 抑制乳癌細胞 MCF-7 的生長及誘導細胞凋亡(9) 
8. 降低膽固醇(10)；另外中國大陸亦有多項醫學功能的報導，包括(9) 
9. 用於肝炎、肺癌、膀胱癌治療(11-14)  
10.輔助腫瘤治療(15, 16)  
11.抑制腸癌乙烯轉移酵素活性(17)  
另外在本實驗室初步結果顯示: 
龍葵水萃取物促進肝癌細胞 HepG2 死亡，及增加 GST Mu 之表現及降血脂作用。

綜合以上結果可歸納出龍葵具有【1】 抗氧化；【2】 抗發炎；【3】 抑制癌症發

生率；【4】 護肝作用；及【5】 降血脂之功能。 
癌細胞之惡化轉移侵襲 

癌症即是惡性腫瘤，為一種疾病。它是由控制細胞生長增殖機制的失常而引

起。癌細胞除了生長失控外，還會局部侵入週遭正常組織甚至經由體內循環系統

或淋巴系統轉移到身體其它部份。然而癌症的發生為一多重步驟性的致癌過程

(carcinogenesis)，分為起始期 (initiation phase) 為一快速且不可逆的階段，主要

由於細胞內的核酸發生突變所致 ; 促進期(promotion phase) 是由於一些致癌原

的作用，造成基因異常所致 ; 進展期(progression phase) 為癌細胞開始侵犯鄰近

正常組織，而轉移到其他組織或器官。一般而言，癌細胞的轉移擴散往往是造成

癌症病人病灶復發致死的主要原因。然而癌細胞的轉移擴散必須伴隨著細胞生理

狀態的改變。其中包含了細胞與細胞間基質之相互作用力的改變，細胞與細胞間

結合能力的破壞，細胞間基質的分解 ; 緊接著癌細胞會穿過細胞間基質，侵襲

浸潤(invasion) 到循環系統或淋巴系統轉移(metastasis) 到達新的組織器官，在透

過血管新生(angiogenesis) 的方式來供給癌細胞養分。癌細胞便藉由奪取正常組

織器官的養分而造成正常組織器官功能的耗損，最後導致癌症病人的死亡。 
在轉移擴散的過程中，癌細胞藉由蛋白質水解酵素來分解細胞間基質的組成

蛋白質，導致細胞與細胞間基質的分離，促使癌細胞具有移動性。以上皮細胞為

例，細胞癌化至轉移侵入的過程，正常的表皮細胞受到物理性或化學性的刺激

後，轉型成癌細胞，而轉型後的癌細胞不受細胞生長增殖機制所調控便大量的增

生。增生後的癌細胞會分泌胞外蛋白質水解酵素，來分解基底膜及細胞間基質，

最後藉由循環系統以轉移到新的組織器官，然後在開始大量增生。 
   然而有些學者認為腫瘤細胞藉由上皮間質(epithelial-mesenchymal transition ; 
EMT) 而獲得侵犯能力進而變成侵犯性腫瘤(18)。上皮間質化可造成細胞結構上

短暫改變，此改變可讓細胞的移動力增強。在發育的過程中，上皮間質化被嚴密

的調控，而上皮間質化伴隨的型態發生(morphogenetic events) 和大規模組織重整

(tissue reoragnization) 有關。對於癌化的細胞，上皮間質化造成癌細胞間黏附力

下降並降低細胞極性，同時，這些癌細胞表現出一些間質化細胞結構蛋白，增強
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了細胞的移動力(19)。  
血管新生作用 

血管新生作用是指由已存在的血管生成新血管的過程，而血管新生作用在正

常生理發育及病理過程中，皆扮演重要的角色。在正常生理情形下，血管新生作

用僅發生於胚胎發育、女性排卵週期和傷口癒合方面，受到嚴密的調控及作用短

暫。而體內血管新生作用失去平衡時，會造成一些病理現象的產生，當缺乏血管

新生作用時，會造成傷口癒合不全、冠狀動脈局部缺血等疾病 ; 然而，過度的

血管新生作用，則與糖尿病視網膜病變、類風濕性關節炎、腫瘤的生長及轉移等

有密不可分的關係(20)。血管新生作用經由一連串的反應所構成的，對於腫瘤血

管新生作用而言，在腫瘤剛形成時，癌細胞本身或結締組織，會分泌許多血管生

成因子(例如: VEGF, CTGF…等)，這些血管生成因子會與鄰近的血管內皮細胞上

之接收器進行結合，當內皮細胞受到刺激時，會分泌蛋白質分解酵素將血管基底

膜與細胞外基質分解，並且內皮細胞會朝向分泌血管生成因子的方向移動，新合

成的毛細血管會進一步分化，形成管狀結構(tube formation)，並使血液於內部流

動，最後與血管平滑肌細胞共同形成一新的血管，而完成血管新生作用。 
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研究目的 
    於行政院衛生署公佈「2009 年國人死大死因」統計結果發現，惡性腫瘤已

連續蟬連 28 年榜首，平均每 13 分 30 秒就有 1 人死於癌症，故癌症堪稱為國人

頭號殺手。癌症的形成是透過許多複雜且多重的過程，然而其中形成的原因只有

少數被了解，治療上的阻礙造成治療的效果有限。而目前常見的癌症治療中不外

乎是化學治療或搭配一些抗癌藥物的使用，但通常會引發病人產生嚴重的傷害及

副作用，甚至有致死的危險性。目前許多研究趨向以天然藥物來達到抑制癌細胞

的增長與惡化，例如: Turmeric extract (curcumin)(21)，Cruciferous vegetables 
(sulforaphane)(22)，Tea (catechins)(23)，Mulberry (anthocyanins)(24)已被廣泛的應

用為 chemopreventive agents，因此本實驗室也致力於開發可食用之天然物中之

chemopreventive agents，希望能藉由健康食品的攝取來達到降低及預防癌症發生

的功效。龍葵已被證實具有抗發炎、護肝、抗腫瘤生長之醫學功效，但其中的有

效成分及作用機轉尚未研究完全。近年有文獻提出龍葵萃取物中含有豐富之多

酚，且多酚已被證實確實具有抗癌效果。因此探討龍葵水萃物及其中之多酚對於

癌細胞之作用和其中抗癌之分子機制。 
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研究方法 
1.龍葵水萃物(SNWE) 及多酚萃取物(SNPE) 之製備 
1-1. SNWE 之製備 

秤取龍葵全株乾品825 公克。清洗龍葵後將其修剪成較小的片段，用大約 
5000 ml 的水浸泡覆蓋龍葵靜置隔夜。將靜置隔夜龍葵加熱至沸騰再悶煮 40分
鐘，將藥液倒出另放。藥材再加 5000 ml 的水加熱等沸騰，再悶煮 40 分鐘，

將藥液倒出另放。藥材再加5000 ml的水加熱等沸騰，再悶煮 40 分鐘，將藥液

倒出另放。共取得 3 次萃取液，將3次所得藥液混合後以粗過濾的方式去除雜

質。再置於 90 °C 的 Water Bath中，濃縮成膏狀。將膏狀物再置於 70°C 的烘

箱中，烘乾成乾品。所得約為 79 g 乾品，產率為 9.55%。將乾品磨碎後分裝，

存放在-20°C。在進行各種細胞實驗操作時，以滅菌水完全溶解SNWE 粉末，配

成stock濃度(100 mg/ml)，須先經過 0.45 μm filter過濾，在透過0.22 μm filter過濾

除菌方可進行實驗。 
1-2. SNPE 之製備 

將 100 g SNWE 粉末，以 300 ml 甲醇浸泡攪拌，在 50℃的 water bath 中萃

取 3 小時過濾，連續五次，收集濾液。於減壓濃縮乾燥，而後以 50℃，500 ml
二次水溶解，再將濃縮之溶液加入 200 ml 己烷移除色素，取水層(下層)再加入

180 ml 乙酸乙酯反應，連續 3 次，在進行減壓濃縮乾燥，最後在加入 100 ml 二
次水溶解，冰在-70℃兩天然後冷凍乾燥為粉末，所得乾品約為 2.44 g，產率為 
2.44%，存放在-20°C。在進行各種細胞實驗操作時，以含 50%酒精之滅菌水完全

溶解龍葵多酚粉末，配成 stock 濃度(200 mg/ml)，須先經過 0.45 μm filter 過濾，

在透過 0.22 μm filter 過濾除菌方可進行實驗。 
2. 細胞培養 (cell cluture) 
2-1. 細胞株 (cell line) 

本實驗所使用之細胞株購於食品工業研究所，詳細資料如下: 
cell line        tissue        中文名稱        培養基 

mouse melanoma   melanoma    老鼠黑色素      DMEM/ high 
       B16-F1                     瘤細胞          glucose 
培養環境: 將培養箱設定 5% CO2、37℃的恆溫環境，根據細胞生長的速度定期

更換培養液。 
2-2. 解凍細胞 

以老鼠黑色素瘤細胞為例，將含有 B16-F1 細胞的冷凍管由液態氮桶快速置

於 37℃的 water bath 中，快速解凍兩分鐘後將管內的細胞液移入含有培養液的離

心管中，隨後以轉速 1000 rpm 離心 5 分鐘，去除含有 DMSO 的上清液，以含有

胎牛血清(fetal bovine serum，FBS)的新鮮培養液將細胞均勻打散注入培養皿中

(25T flask)，置於 5% CO2、37℃的恆溫環境中培養。 
2-3. 繼代培養 

將老鼠黑色素瘤細胞 B16-F1 培養於含有 4 mM L-glutamine、1.5 g/L sodium 
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biocarbonate、0.1 mM non-essential amino acid、1.0 mM sodium pyruvate、4.5 g/L 
glucose以及 10% fetal bovine serum 的Dulbecco's modified Eagle's medium培養液

中。置於 5% CO2、37℃的恆溫環境中培養，根據細胞生長的速度定期更換培養

液。代細胞長至八~九分滿後，利用 1x trypsin-EDTA 於 37℃培養箱中作用六分

鐘讓細胞脫落，利用 medium 終止反應，隨後離心 1000 rpm; 5 分鐘，去除上清

液，以新鮮的培養液將細胞打散均勻並繼續培養。 
2-4. 凍細胞 

將老鼠黑色素瘤細胞 B16-F1 以 1x trypsin-EDTA 於 37℃培養箱中作用六分

鐘讓細胞脫落，利用 medium 終止反應，隨後離心 1000 rpm; 5 分鐘，去除上清

液，在以含有 93% medium; 7% DMSO 的培養液將細胞打勻，爾後分裝到冷凍管

中，再將冷凍管放入裝有異丙醇(isopropanol) 的冷凍保存盒中隨即置於-80℃冰

箱中待至隔天，最後將冷凍管移入液態氮桶內。 
3. 細胞毒性測試 (MTT assay) 

本實驗是應用於測試細胞是否具有活性、存活的方法。其原理是在有活性

的活細胞會將 MTT (thiazolyl blue tetrazolium bromide) 經由粒腺體中 succinate 
dehydrogenase 作用代謝還原為藍紫色結晶(formazan)，之後再以異丙醇

(isopropanol) 將結晶溶出，並於 OD563 nm 下測其吸光值，在正常的情況下，

Formazan 生成量與活細胞數成正比，因此可根據光密度 OD 值推測出活細胞的

數目。由於死的細胞中不含 succinate dehydrogenase，因此加入 MTT 不會有反應。

若溶液的吸光值有降低的話，表示細胞有死亡的現象發生，故可以藉此方法來判

定細胞存活與死亡的情形。 
調整細胞 B16-F1 濃度約為 1×105 cell/ml，以 1 ml 之細胞沖至 24 well 

microtiter plate 培養，加入不同濃度的 SNWE、SNPE，反應 24 小時，移除 medium 
(含藥)，加入新的 medium (不含藥)和 MTT (0.5 mg/ml) 37℃、5% CO2 反應 2 小

時，移除 medium，加入異丙醇將結晶溶出，在 563 nm 下測定溶液吸光。 
4. 傷口癒合試驗分析 (wound healing assay) 

將 B16-F1 黑色素瘤細胞種於 6-well 的 plate 中(8×105 cell/well)待至全滿後，

每個 well 以 100 μl 的 Tip 劃出兩道傷口，以 PBS 洗滌兩次。並在每個 well 加入

不同濃度的 SNWE and SNPE (0 ~ 0.5 mg/ml)。觀察 0、24 小時傷口癒合情形。 
5. 細胞移動性分析（Boyden chamber assay） 

主要是偵測細胞的移動性，係透過 48-well chamber 來分析，lower chamber
為含有正常 10% FBS 之培養液 。待細胞處理 SNWE 及 SNPE (0 ~ 0.5 mg/ml)培
養 24 小時後，先以 PBS 沖洗兩次，在用 trypsin-EDTA 將細胞打下並計算細胞數，

然後以不含 FBS 之培養液回溶固定量的細胞數(5×105 cell/well)並且注入於 upper 
chamber，待細胞移動 8 小時後，取下薄膜，以甲醇固定(或甲醇:冰醋酸 = 1:2)
細胞 30 分鐘，於室溫下風乾，以 Giemsa : ddH2O (v/v, 1:20)染色 1 小時，最後固

定住薄膜，擦拭掉薄膜之上層細胞，在顯微鏡底下隨機挑選視野，作移動細胞之

計數。 
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6. Gelatin-zymography 
將 0.1% Gelatin-8% SDS-PAGE 電泳膠片置於含有電泳緩衝溶液的電泳槽

中。將細胞加藥培養後，以不含胎牛血的培養液培養 48 小時，之後再與 5×染劑

均勻混合後，注入膠片中，分別以 70V 與 100V 的電壓進行電泳分離。結束電泳

分離後，以 washing buffer (2.5% Triton X-100) 在室溫下沖洗 30 分鐘兩次，最後

在加入 reaction buffer 在 37℃恆溫中反應 16~20 小時，最後反應完的膠片以染色

液染色 1 小時，再以退色液退染，觀察結果。 
7. 西方點墨法 (western blot) 
7-1. 細胞溶解物之製備 

收集 SNWE 與 SNPE 處理之細胞，將培養皿內的培養液吸取後，以 PBS 沖
洗兩次，刮取細胞並加入 RIPA buffer (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% deoxycholic 
acid, 0.1% SDS, pH 7.5)以及蛋白酵素抑制劑(100 mM sodium orthovanadate, 10 
mM leupeptin, 100 mM PMSF)，在 4℃下振盪 2 小時，之後再以 4℃，以 12000 rpm 
離心 10 分鐘，吸取上清液至 eppendorf 中並存於-20℃。 
7-2. 蛋白質之定量 

蛋白質的定量是採用 Bradford protein assay 方法，其原理為蛋白質可與

Coomassie billiant blue G-250 形成藍色複合物，當藍色深表示蛋白含量越高。測

試方法首先以一系列已知濃度 BSA 加入五分之一體積的 Bradford protein dye，
以波長 595 nm 可見光之吸光度做一標準曲線，再以同樣的方法測得樣品之 OD 
值，即可根據標準曲線求得樣品蛋白之濃度。 
【註】BSA 標準曲線配置: 將 8 mg/ml 的 BSA 依序稀釋的方式，稀釋成 1.6、1.2、

0.8、0.4、0.2 mg/ml 的 BSA，在各取 30 μl 並加入 1 ml 的 Coomassive blue，
在室溫下搖晃反應 1 分鐘，於波長 595 nm 下測定吸光值變化，畫出標準曲線。 

7-3. 樣品配置 
取定量之蛋白質(80 ng)，以 ddH2O 補水至固定體積後加入 5X Loading dye

混合均勻並以 100℃加熱 10 分鐘，在迅速放入-20℃冰箱冷卻 5 分鐘，隨後以 8000 
rpm 離心 5 分鐘即可。 
7-4. 鑄膠 

將電泳玻璃洗淨擦拭後，利用玻璃厚度 0.75 mm 或 1.00 mm 組裝好電泳片，

架到電泳座上固定，若欲分析大分子之蛋白，則配置 8~10% 的下層 separating gel ; 
若欲分析小分子之蛋白，則配置 12~15% 的下層 separating gel 。將下層 separating 
gel 混合液注入玻璃片中至固定高度，並加入 30% 酒精將下膠壓平，待 30~40
分鐘膠凝後，將酒精倒掉用去離子水稍作清洗並吸乾去離子水。隨後將配置好的

上層 stacking gel 混合液注入，插上電泳齒梳，待 15 分鐘上膠凝後，拔除齒梳，

以去離子水將殘留在 well 中的上膠清除，若殘留的很嚴重，則在利用針頭將剩

餘的殘膠挖除。在將配好之整組電泳玻璃膠體，置入電泳槽中。 
7-5. SDS-PAGE 

首先將新的 running buffer 倒入電泳槽內槽中並蓋過最內側之玻璃上緣，外
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槽以回收的 running buffer 補至蓋過電導線。再把處理好的蛋白質樣品小心注入

well 中，切勿使樣品漂溢出 well，其中一個 well 注入 protein standard marker。樣

品 loading 完後，連接電泳槽與電源供應器，打開電源，先以 70 V 的電壓跑過

stacking gel，直到色帶跑至 stacking gel 與 separating gel 之交界處，在調整電壓

為 100 V，當色帶跑至底線時才停止電泳。 
7-6. 蛋白質樣品之轉漬 (electrotransfer) 

當電泳完畢後取出膠體，截除多餘的上膠，將膠體置於兩張經 transfer buffer
浸濕過的濾紙上，膠體上面在放上與膠體大小略同之硝化纖維紙(硝化纖維紙也

須事先經 transfer buffer 潤濕)，在放上兩張也經 transfer buffer 浸濕過的濾紙，

並用玻棒趕走夾雜在各層之間的氣泡，最後用含有海綿襯墊的夾板夾緊，放入轉

漬槽中，槽中須放入冰盒，以固定電壓 100 V 轉漬 90 分鐘，中間換一次冰盒(視
玻璃厚度決定，越厚轉漬時間越長)。 
7-7. 免疫墨點法 (immunoblot) 

轉漬完後將硝化纖維紙取出，利用紅色染劑(ponceau’s solution) 觀察所要蛋

白的位置並剪下，用 TBS buffer 漂洗數分鐘，直到硝化纖維紙上看不到紅色染

劑，再以 5% blocking buffer (脫脂奶)於室溫下作用 1 小時。倒掉 blocking buffer，
再以 TBS-Tween 漂洗三次每次 10 分鐘。隨後加入一級抗體，於 4℃下作用

overnight。隔天再以 TBS-Tween 漂洗三次每次 10 分鐘。接著換上二級抗體，於

室溫下作用 1 小時，再以 TBS-Tween 漂洗三次每次 10 分鐘。最後將 ECL substrate 
覆蓋整個硝化纖維紙，以冷光儀分析。 
8. 免疫螢光染色 (F-actin immunofluorescence stain) 

於 6-well dish 中種入 2×105 cell/well 細胞，長至約 5~6 分滿以不同濃度的藥

物做處理。24 小時後，以 1X PBS 清洗 2 次，然後加入 2% formalin 固定，室溫

10 分鐘後，移除固定液，以 1X PBS 清洗 2 次，之後加入 0.1% Triton-X，室溫

約 30 分鐘，再以 1X PBS 清洗 2 次移除 0.1% Triton-X 後，最後加入 500 ng/ml 
phalloidin – TRITC 染色液於室溫並避光作用 80 分鐘，接著清洗乾淨，以避免染

色液殘留，則可置於螢光顯微鏡下觀察並拍照。另外在 500 ng/ml phalloidin – 
TRITC 的染色液中加入 DAPI (v/v, 1:10000) 於螢光顯微鏡下觀察，用以標定細

胞核的位置。 
9. 預先處理 PKCα抑制劑對 B16-F1 細胞遷移作用之影響 

B16-F1 細胞預先處理三種 PKCα抑制劑 [Go-6983，5 μM(25), Ro-320432，
10 μM(26), Rottlerin，5 μM(27)] 之後，培養細胞 24 小時，利用細胞移動性分析

來偵測。 
10. 裸鼠實驗 

實驗所用隻五週大裸鼠(BALB/cAnN-Foxn1nu/CrlNarl) 購買於國家動物實

驗中心，飼養於中山醫學大學實驗動物中心之 IVC (individually ventilated cage) 
室，控制房內溫度在 22±2℃，溼度為 65±5%，光照與黑暗時間各為 12 小時。 
10-1. 血管新生試驗 
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實驗設計: 將 400 μl 的 matrigel 混合 1×106/ in 200 μl 的 B16-F1 細胞，混合

均勻。以老鼠下背部皮下注射的方式(左右兩側皆注射)打入鼠體內以誘導腫瘤的

形成。將實驗組別分成四組，每籠五隻，分別是控制組(matrigel alone)、對照組

(induced group) 及兩組給予龍葵水萃物(SNWE 0.5%，1%)。給藥組於施打完細胞

後以餵食的方式投飲 SNWE，每隻每日四克，連續餵食 14 天。兩周實驗結束後，

以二氧化碳灌注進行犧牲取其腫瘤。將取下的腫瘤泡在 phosphate buffer saline 
(PBS) overnight，隔天以 14000 rpm 離心 10 分鐘，吸取上清液，隨後加入 Drabkin’s 
reagent kit (使用前先將粉末以 1000 ml 去離子水泡置)，在 540 nm 下測定溶液吸

光。 
10-2. 腫瘤生長試驗 

與血管新生試驗步驟相同，14 天後觀察注射部位腫瘤生長的情形。兩周實

驗結束後，以二氧化碳灌注進行犧牲取其腫瘤秤重並拍照紀錄。 
11. 雞胚胎尿囊絨膜試驗 (chicken chorioallantoic membrane ; CAM) 

本實驗是利用七天大的雞胚胎，於雞蛋的氣室端(頓端)及測邊各取的壓力被

尿囊膜佔據，及形成測邊人工氣室。隨後將人工氣室上的蛋殼小心剝離(注意避

免傷害尿囊膜及其血管)，最後將孔洞以保鮮膜覆蓋並將雞胚胎培養在溫度

37℃、溼度 55% 的培養箱培養 24 小時待尿囊膜乾(這樣才不會在滴入細胞時，

因膜未乾而使得細胞散掉)。 
實驗設計: 將 15 μl 的 matrigel 混合 2.25×105/in 15 μl 的 B16-F1 細胞，混合

均勻，直接滴在雞胚胎尿囊膜上。將實驗分為五組，分別是控制組(matrigel 
alone)、對照組(B16-F1 alone) 及三組加藥組，是分別滴入 matrigel、B16-F1 細胞

懸浮液與 0.1、0.2、0.3 mg/ml SNWE 和 SNPE 之混合液。完成實驗後再以保鮮

膜緊緊覆蓋，將雞胚胎置於培養箱中繼續培養，於 3 天後觀察滴入位置(微突)血
管新生情形，並計數圍繞在細胞周圍的血管數。 
12. 癌症轉移之動物實驗  
12-1. 動物處理 

將黑色素瘤細胞(mouse melanoma cell B16-F1) 細胞數 1×106，以尾靜脈注射

的方式打入五週大 C57BL/6 小黑鼠體內。分為六組，每組 8 隻，A 組為正常組、

B 組只單單處理 SNWE、C-F 組分別將 B16-F1 細胞 1×106 以尾靜脈注射至小鼠

體內(C, B16-F1 alone; D, B16-F1+0.5% SNWE; E, B16-F1+1% SNWE; F, 
B16-F1+2% SNWE) 以餵食的方式給予藥物。觀察各組別是否黑色素瘤細胞有轉

移到肺臟、肝臟或其他器官的能力。且透過腹腔注射的方式觀察腹腔內腫瘤生長

的情形。實驗過程中，若有動物不幸於療程中死亡，除紀錄其存活率，並立即行

屍體解剖，待至實驗結束亦將存活的動物犧牲並進行解剖，臟器秤重，並觀察各

臟器 melanoma 轉移情形，最後以 western blotting 探討其機制。 
12-2. 分析項目 
12-2-1.  組織病理切片及組織染色 (Hematoxylin & Eosin，H&E stain) 

將老鼠犧牲後，快速取一部份臟器，至於 10%福馬林中固定，製成病理切
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片。然後利用 H&E stain 方法，進行組織染色，觀察 melanoma 浸潤情形。 
12-2-2. 體重及飲食 

體重及飲食的變化量市最直接可觀察到實驗老鼠的生長情形及生理狀態，

故每隔一周紀錄其老鼠體重及每天紀錄飲食量的變化，最後以統計分析之。 
13. 統計分析 (statistical analysis) 

各項數據皆以 mean±SD 表示。利用 Student t-test Unpaired 來評估統計差異。

P < 0.05 表示具有顯著差異。 
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研究結果 
SNWE 及 SNPE 對 B16-F1 細胞之毒性測試 

將老鼠黑色素瘤細胞 B16-F1 加入不同劑量的 SNWE 及 SNPE 培養 24 小時

後，利用 MTT 之細胞毒性測試法觀察細胞存活的情形。結果顯示，經過 24 小時，

推算出 SNWE 的半致死量為 0.87 mg/ml；SNPE 半致死量為 0.81 mg/ml (Fig. 
1A，1B)。但必須篩選出 SNWE 及 SNPE 對於 B16-F1 細胞生長之無顯著影響的

濃度，排除 SNWE 及 SNPE 影響細胞生長之因素，以進行細胞移動與侵襲之試

驗分析。 
SNWE 及 SNPE 對 B16-F1 細胞移動能力之影響 

侵襲性是癌細胞惡性的重要表現型之一，並且也認為在轉移過程中扮演關鍵

的角色。首先，利用傷口癒合試驗(wound-healing assay) 測試 SNWE、SNPE 影

響 B16-F1 細胞之移動能力情形。結果發現：B16-F1 細胞暴露在濃度 0.1、0.2、
0.3、0.4、0.5 mg/ml 之 SNWE 與 SNPE 培養 24 小時，單純只有 B16-F1 的組別，

24 小時後傷口變小。從量化圖得知，細胞在 0.2 mg/ml SNWE 處理下可達約抑制

20% 之傷口癒合，提高濃度至 0.5 mg/ml 則傷口癒合抑制作用約 60%( Fig. 2A)；
SNPE 在濃度 0.2 mg/ml 約抑制 40% 之傷口癒合，提高濃度至 0.5 mg/ml 則傷口

癒合抑制作用約 70%，細胞幾乎沒有移動。兩種藥物抑制結果呈現 dose-dependent 
(Fig. 2B)。另外利用 Boyden chamber assay 驗證 SNWE、SNPE 確實能影響 B16-F1
細胞之移動能力。結果發現：因為實驗最後一個步驟是以 Giemsa 染色，有穿透

濾膜的細胞會被染上紫色，單單只有 B16-F1 細胞的組別被染上紫色的區塊較多

顯示穿透濾膜的細胞較多從量化圖得知，細胞在 0.2 mg/ml SNWE 處理下細胞移

動情形可達超過 30% 被抑制(Fig. 3A)；SNPE 細胞在 0.2 mg/ml SNWE 處理下細

胞移動情形可達超過 40% 被抑制，且皆呈現濃度依賴性(Fig. 3B)。 
SNWE 及 SNPE 對 B16-F1 細胞 MMPs 活性之影響 

由Fig. 3證實SNWE、SNPE能抑制B16-F1細胞移動能力又MMP-2和MMP-9
為 gelatinase，能夠分解 gelatin，參與細胞外基質的分解機制，因此利用

gelatin-zymography 測定 MMP-2、MMP-9 的酵素活性來了解細胞對細胞外基質

的分解能力。由實驗結果發現：lane 1 為血清作為 marker，lane 2 是不加藥物的

對照組，lane 3~7 為處理不同劑量。結果得知，不加 SNWE、SNPE 的對照組其

MMP-2 和 MMP-9 分泌量很多，但隨著處理的劑量增加，對於 B16-F1 所分泌的

MMP-2、MMP-9 有顯著的抑制作用。在 SNWE 最高濃度 0.5 mg/ml 分別抑制

MMP-2、MMP-9 的活性表現 0.48 及 0.56 倍；而 SNPE 同樣在最高濃度 0.5 mg/ml 
分別抑制 MMP-2、MMP-9 的活性表現 0.54 及 0.77 倍(Fig. 4A，4B)。 
SNWE 及 SNPE 抑制 B16-F1 細胞轉移之機制 

由前面的結果可以得知 SNWE、SNPE 能有效抑制 B16-F1 細胞移動能力，

因此進一步利用 western blotting 來分析其機轉。在黑色素細胞中 Ras 與 c-AMP
訊號的平衡是維持細胞增生與分化的關鍵，當 Ras mutation 或 overexpression，伴

隨而來的是 c-AMP dysregulation (28)，且 Ras 能促使腫瘤細胞増生而造成癌症惡
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化並能促進癌細胞侵襲與轉移能力(29)，顯現出 Ras 對於黑色素瘤細胞的重要

性。而 Ras 下游有 PI3K/Akt、ERK 等，而此路徑是癌化進行之重要機制，且已

知 NF-κB 的活化是會受到 Akt 的調控(30, 31)，在細胞質中一但與 IκB 分離，轉

運到核內會促進癌細胞的增生與轉移。以西方墨點法分析 Ras 蛋白與 PI3K、Akt
磷酸化及 NF-κB 蛋白表現，在劑量 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mg/ml SNWE 處
理 24 小時，可以發現 Ras、PI3K、Akt-p、NF-κB 的蛋白表現量皆隨著 SNWE
處理的濃度增加，其表現量隨之減少(Fig. 5A)；而 PKC 家族在其他文獻同樣的

也指出是會促進細胞的遷移(32-34)。結果發現，SNWE 能夠抑制 PKCα、PKCδ
的蛋白表現量且呈現劑量依賴性的趨勢(Fig. 5B)。然而在 2009 年的文獻指出

(35)，是透過調控 PKC-MAPK 的路徑來抑制黑色素瘤細胞的遷移及侵襲的能力。

隨後觀察位於 PKC 下游的蛋白 MAPK 家族成員，MAPK 家族成員主要有

ERK1/2、p38 與 JNK1/2，皆被證實與許多細胞的遷移作用有密切相關(36)。觀察

MAPK 家族成員之變化，結果發現 SNWE 能夠降低 p38 及 JNK 蛋白磷酸化的表

現，ERK 磷酸化則沒有影響(Fig. 5B)。另一方面，觀察透過調控細胞骨架影響細

胞遷移作用的蛋白 Rho GTPase 家族，RhoA、Rac1 和 CDC42 為關鍵的調控因子，

主要參與對細胞型態改變，細胞與基質黏附及細胞骨架重組的調控，調節腫瘤細

胞的侵襲轉移過程(37-40)。結果顯示，SNWE 可以降低 RhoA 及 CDC42 的蛋白

表現，呈現劑量依賴性的趨勢，卻對 Rac1 沒有影響(Fig. 5C)。爲了更近一步探

討 SNPE 抑制細胞遷移的機制，一樣利用西方墨點法來觀察細胞中的蛋白表現情

形。其結果顯示，以 SNPE 處理細胞後與 SNWE 是透過相同的路徑(Fig. 6A-C)。 
SNPE 對 B16-F1 細胞骨架改變的影響 

在顯微鏡底下觀察正常培養的 B16-F1 細胞，其外觀型態類似橢圓形的外

觀且細胞之間緊密的結合在一起。經由調控細胞骨架與細胞的生長及侵犯有

關，因此以 TRICT- phalloidin 的 F-actin 染色，研究 SNPE 對癌細胞轉移時經

由細胞骨架改變產生釘狀偽足的型態上變化的影響，結果發現，單純只有細

胞的情形下細胞呈現伸長的情形，並且在細胞邊緣形成與細胞移動有關的釘

狀(spike) 偽足 filopodia，然而在處理 SNPE 後，會隨著濃度的增加減少細胞

擴張拉伸的情況同時釘狀偽足的數目也越來越少，細胞邊緣也呈現較圓滑的

型態(Fig. 7) 
PKCα抑制劑降低 B16-F1 細胞的移動能力 

由 Fig. 5B 發現 PKCα的表現量確實有下降，所以在此加入了不同的 PKCα
抑制劑，分別為 Go-6983、Ro-320432 與 Ruttlerin，藉由三種不同的 PKCα抑制

劑觀察，是否抑制 PKCα的活性能夠降低細胞的移行作用。結果顯示，三種抑制

劑皆能夠降低B16-F1細胞的移行數目(Fig. 8)，此結果也符合前面SNWE及SNPE
的發現(Fig. 3)。 
SNWE 對於血管新生作用之影響 

血管新生(angiogenesis) 不但是正常生理變化中(如生長、傷口癒合)所必有的

過程，也是腫瘤得以生長擴大、轉移的關鍵之一。因此在本篇論文中利用了裸鼠
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及雞胚胎絨毛膜的模式來觀察 SNWE 是否會影響血管新生的情形。由(Fig. 9A) 
的實驗結果可以發現同時注射 Matrigel 與 B16-F1 組別的腫瘤，其顏色較單獨注

射 Matrigel 還要深(深紅代表血管多)且因為有細胞牽引血管過來故有血管交錯縱

橫在腫瘤中，測其血紅素值大約是 5 mg/ml，而在處理 SNWE 後，餵食 0.5%、

的血紅素值降低超過一半；而 1% SNWE其血紅素值更是下降到 1 mg/ml以下(Fig. 
9B)。另外亦觀察到一個有趣的現象，在餵食 0.5% SNWE 條件下即能明顯抑制

裸鼠皮下腫瘤的體積及重量，而隨著餵食劑量增加至 1% 腫瘤抑制效果更好，重

量約小了三倍(Fig. 9C)。由先前的裸鼠試驗可以證實 SNWE 能降低腫瘤血管新生

作用。接著再利用雞胚胎絨毛模試驗來加以驗證結果是否互相吻合。結果發現： 
在滴入 Matrigel 與 B16-F1 細胞混合液組別中，突起部分周圍的血管分布情形與

單獨滴入 Matrigel 比較下有明顯增多的趨勢，表示 B16-F1 細胞會誘導血管新生

作用，然而在有處理 SNWE 及 SNPE 的組別中則可以發現突起周圍血管分布的

情形會隨著處理的濃度增加而減少(Fig. 10A)，而其量化圖是計數細胞周圍的血

管(Fig. 10B)。 
SNWE 對癌症惡化轉移之動物模式之影響  

將 B16-F1 細胞以尾靜脈注射的方式打入 C57BL/6 鼠體內，實驗歷經 21 天，

若有動物不幸於療程中死亡，立即行屍體解剖，實驗結束亦將存活的動物犧牲進

行解剖。結果發現：與正常對照組相比，B16-F1 誘導組可發現肺臟上充滿黑色

素瘤細胞(melanoma) 群落，在肝臟、腎臟及腸間道上也有發現黑色素瘤細胞群

落(箭頭所指處)，推測為 melanoma 惡性轉移之現象。至於在 0.5% SNWE 組從外

觀上發現肺臟惡化的情形與誘導組差異不大，而在肝臟、腎臟及腸間道上同樣也

觀察到黑色素瘤細胞群落；不過隨著餵食的劑量增加，肺臟惡化的嚴重度有減緩

的現象，在餵食 1% SNWE 組在外觀上已有明顯的改善，而 2% SNWE 組在小腸

間已無發現黑色素瘤細胞群落(Fig. 11A-B)。量化肺臟上黑色素瘤細胞的群落數

及其他臟器上腫瘤的轉移率，結果發現 : 正常對照組因為沒有注射 B16-F1 細胞

所以看不到肺臟有腫瘤的形成，而 B16-F1 誘導組在每隻每個肺臟上平均約有 155
個細胞群落，0.5% SNWE 組肺臟上約少了 25 個細胞群落有 130 個左右，在統計

學上已具有顯著的差異，1% SNWE 組肺臟上平均約有 85 個細胞群落，至於 2% 
SNWE 組肺臟上平均少了一半以上的細胞群落約只剩下 70 個(Fig. 11C)。再將肺

進行 H&E stain，在正常對照組的肺切片圖中，可以觀察到有空泡的地方是肺

泡，B16-F1 誘導組切片中可以發現有深色濃染的區塊都是癌細胞，形成 tumor 
nest 腫瘤巢，整片肺的內部空間幾乎被癌細胞佔滿，大大小小的 tumor nest 都有，

在癌細胞的周圍也可觀察到由 B16-F1 細胞所釋放的 melanin。不過隨著餵食的計

量越高，從 1% SNWE 組肺泡被癌細胞填塞的比例變少看的見肺泡的區塊變多了

不僅如此連 tumor nest 的大小都有縮小的現象，而 2% SNWE 組則是更加的明顯

(Fig. 11D)。在此動物實驗模式中，結果發現 B16-F1 誘導組以及 SNWE 組腫瘤發

生率(tumor incidence)為 100%。而在其他臟器方面 B16-F1 誘導組有六隻轉移到

肝臟及腎臟(2/8)，0.5% SNWE 組有四隻轉移到肝及腎臟(4/8)而 1% SNWE 組則
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是有三隻轉移到肝及腎臟(3/8)，那麼在 2% SNWE 組只剩下一隻老鼠有轉移到肝

臟(1/8)但有兩隻轉移到腎臟(2/8) (Fig. 12)。由上述結果可說明 SNWE 能夠有效降

低惡化轉移之動物腫瘤發生率以及轉移能力與甚至抑制腫瘤之生長。 
SNWE 對於惡化轉移之動物飲食、體重與存活率分析 

飲食攝取量(Fig. 13A) 及體重(Fig. 13B) 改變為評估動物健康徵兆的指標之

一。所以在實驗的過程中紀錄及老鼠犧牲後之生理特徵進行統計。結果顯示，在

正常對照組及毒性測試組在實驗的過程中體重是持續增加，飲食量也都維持在一

隻一天吃約 4 g。不過第二週開始，B16 誘導組的老鼠體重明顯降低，進入第十

七天，B16 誘導組的飲食量開始減少，原本一隻老鼠一天約吃 4 g 的飼料到實驗

結束前誘導組的老鼠一天只剩下吃 1 g 多，少了大約三倍的量 ; 而 0.5% 、1%、

2% SNWE 組，也是從第二週開始，老鼠的體重明顯減低，至於飲食量方面則是

大約進入第十九天，餵藥組食慾才開始下滑。從統計圖上發現，隨著餵食 SNWE
的劑量越高，老鼠的飼料攝取量是增加的。統計此動物實驗模式各組的死亡率如

下所述：正常對照組全部存活到 21 天，而 B16 誘導組則是陸續死了兩隻老鼠，

而其他未死亡的老鼠呈現較虛弱的模樣；SNWE 組的老鼠在實驗的過程中都只死

掉一隻，不過 0.5% SNWE 組的老鼠也是呈現精神萎靡，至於 1%、2% SNWE 組

的老鼠大部分維持正常的活動。由上述可推測：SNWE 確實能抑制黑色素瘤細胞

惡化轉移而增進 C57BL/6 小鼠的存活及身體狀態(Fig. 13C)。 
SNWE 對惡化轉移之動物血清中 MMPs 活性及相關蛋白表現之影響 

利用 gelatin-zymography 分析 SNWE 對惡化轉移之動物血清中 MMPs 活性

表現之影響。於 Fig.4A 證實 SNWE 對於 B16 細胞所分泌的 MMP-2、MMP-9 有

顯著的抑制作用，同樣的在動物體內得到證實。在動物血清中，SNWE 能夠抑制

B16 所分泌的 MMP-2、MMP-9 之活性表現(Fig. 14A)。另外，利用西方墨點法分

析在 B16 細胞實驗中證實：參與在 SNWE 抑制細胞移動侵襲之蛋白(Ras、Akt-p、
NF-κB、PKCα) 表現，B16 誘導組增加 Ras 表現量和 Akt 磷酸化；以及對於 NF-κB 
和 PKCα蛋白有抑制作用。初步結果與細胞實驗相互印證(Fig. 14B)。 
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討論 
本研究的終旨及貢獻 (1) 提出龍葵成份為新的 chemopreventive agents；(2) 

說明其中的抗癌機轉；(3) 提供龍葵抑制動物致癌及轉移作用之功效。 
侵襲與轉移是惡性腫瘤的重要特徵，主要也是造成病患死亡的主因。科學

家對於腫瘤轉移機制歷經多年的研究，對於這一複雜病理過程已有了更深入的認

識。發現並證實與腫瘤轉移高度相關的基因成為當前腫瘤轉移機制研究的熱點，

因為這些基因及其產物可能成為腫瘤抗轉移治療新標的或是患者癒後的重要指

標；並且研發具有抑制癌症轉移效果的藥物或是化學防癌物質也是另一重要的研

究方向。龍葵，含有生物鹼、醣蛋白、多醣體以及酚酸等數種功能性成分，在許

多文獻中已證實龍葵中的生物鹼、醣蛋白、多醣成分具有殺死癌細胞之作用。相

較之下，龍葵中的多酚成分則少為人所探討。因此本文欲深入探討化學防癌物質

-龍葵水萃(SNWE) 及其多酚萃取物(SNPE) 抑制癌細胞轉移之分子機制。 
在以 MTT 試驗來分析 SNWE 及 SNPE 對於黑色素瘤細胞 B16-F1 是否會

產生細胞毒性。發現 SNWE 對於 B16-F1 細胞需 0.87 mg/ml 即達半致死劑量，而

SNPE 對於 B16-F1 細胞達半致死劑量為 0.81 mg/ml，較 SNWE 來的低一些，因

此可知多酚成分對癌細胞的毒殺性較強。黑色素瘤細胞因本身具有一些不易死亡

的優勢特質(抗凋亡蛋白表現的較多)，所以治療不易。由於 SNWE 半致死劑量相

近於 SNPE，顯示出 SNWE 中除了多酚外還有其他成分可能造成毒殺細胞的功

能。許多文獻中已證實龍葵中的生物鹼、醣蛋白、多醣成分具有殺死癌細胞之作

用，在 SNWE 中初步排除是生物鹼的影響(實驗室日前的 data)。然而多酚的結

構非常複雜且目前已發現 8000 種以上的酚類化合物，依其碳骨架及化學結構不

同可分為四大類 : (1) 類黃酮(flavonoid)，(2) 酚酸(phnolic acid)，(3) 二苯乙烯

(stilbene)，(4) 木質酚素(lignan)。四類中以類黃酮在食物中量最多，其又可依鍵

結方式不同分成六類 : flavones、flavonols、flavanones、flavanols、anthocyanidines、
isoflavoves。究竟是哪一種成分為主要的毒殺功能，尚待日後更進一步的分析，

並藉由純化合物來進行實驗分析與本篇結果互作對照。 
在癌症轉移擴散的過程中，癌細胞藉由 MMP 來分解細胞間基質的組成蛋白

質，導致細胞與細胞間基質分離，促使癌細胞具有移動性，同時 MMP 也在腫瘤

的血管新生上扮演重要的角色。此外血管內皮生長因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF) 與纖維細胞生長因子(fibroblast growth factor, FGF) 會經由

誘導 MMP-1、MT1-MMP 及 uPA 的表現及活化 MMP-2 來促進腫瘤的血管新生，

而 MMP-9 也能藉由調節 VEGF 造成直腸癌血管新生作用。從過去的研究指出龍

葵能夠降低血管新生作用。而我們的研究證實了 SNWE 及 SNPE 也具有抑制

B16-F1 細胞 MMP 的活性和血管新生作用。 
近年來研究發現，small GTPase family 在多種惡性腫瘤中高度表達，並和腫

瘤的發生、侵襲和轉移密切相關。且從過去的研究指出 PI3K/Akt 路徑與細胞生

存、抗凋謝死亡、血管新生及癌細胞惡化侵襲有關， PI3K/Akt 路徑會啟動 NF-κB 
之活化，且許多細胞外分解基質的蛋白酶都受到 NF-κB 的調控。在 2004 年 Jiang
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等人提出 Ras/PI3K/Akt 是癌症惡性轉移侵襲的重要機制之一，更清楚定位這些

細胞移動侵襲相關因子的角色。而在 2009年的文獻指出，是透過調控PKC-MAPK
的路徑來抑制黑色素瘤細胞的遷移及侵襲的能力，依循此脈落探討且活化 MAPK
訊息傳遞路徑，結合至 MMPs 基因啟動子(promoter) 上的 AP-1 及 ETS 轉錄因

子，誘發調控 MMPs 的轉錄表現。 
另一方面，觀察透過調控細胞骨架影響細胞遷移作用的蛋白 Rho GTPase 家

族，RhoA、Rac1 和 CDC42 為關鍵的調控因子，主要參與對細胞型態改變，細

胞與基質黏附及細胞骨架重組的調控，調節腫瘤細胞的侵襲轉移過程。SNWE
和 SNPE 可以降低 RhoA 及 CDC42 的蛋白表現。然而同樣為 Rho GTPase 家族

的 RhoB 現今已也有證據指出是執行與 RhoA 完全相反的功能，缺乏 RhoB 的表

現會促進癌細胞的侵襲與遷移能力。在 SNWE 及 SNPE 的處理下蛋白是沒有變

化的(data not show)。在利用三種不同種類的 PKCα抑制劑試驗中，這三種不同

的抑制劑，雖然都是具有抑制 PKCα活性之作用，但是對於不同 type 的 PKC 之

感受度皆有所不同，但根據結果顯示三種抑制效果相近，而 Ruttlerin 對於 PKCδ
的敏感度又比 PKCα要高，是不是也暗示著 PKCδ的重要性。綜合以上結果，我

們推測 SNWE 及 SNPE 可能是透過 Ras/PI3K/Akt/NF-κB 和 PKC/MAPK (p38,  
JNK) 路徑進一步影響了 MMPs 的表現而造成細胞移動能力的降低，也可能是透

過影響細胞骨架蛋白 RhoA 與 CDC42，進而減緩細胞的移動能力。在研究龍葵

萃取物抑制癌細胞轉移之路徑機制時，雖然發現三條不同的路徑，看似不相關的

路徑，彼此之間是否有 cross-link，可能需要再更進一步去驗證。 
從傷口癒合實驗的結果不僅能夠觀察細胞的遷移作用，同樣的也能觀察細

胞的增生，而 PI3K/Akt 與 PKC 對於細胞增生的關係十分密切，的確在處理 SNWE
與 SNPE 後蛋白表現量是降低的。先前在建立動物的腫瘤轉移模式中，有透過皮

下注射的方式將 B16-F1 細胞打入鼠體內並餵食龍葵，實驗結果顯示 : 隨著餵食

劑量增加，皮下的腫瘤大小與重量皆有獲得改善，並在裸鼠血管新生試驗中也意

外發現相同的現象，初步證實龍葵能抑制癌細胞的增生，減緩腫瘤的生成。而龍

葵抑制動物體內的黑色素腫瘤惡化，是否是透過抑制血管新生作用，或是上有其

他機制，而與本篇中抑制癌細胞轉移的機制有無關聯有需進一步的驗證。 
從 1949 到今日，龍葵用於疾病的例子屢見不鮮。除此之外，在中草

藥豐富的中國，更有報告指出龍葵或其複方可用於輔助減緩多種惡性腫

瘤，由此可知，龍葵的確在抗癌方面上具有一定的功效。綜合本文 in vitro
和 in vivo 的研究結果得知，SNWE 及 SNPE 可以抑制血管新生作用，進

一步影響了腫瘤的轉移。SNWE 及 SNPE  抑制癌細胞轉移與血管新生可

以作為佐證龍葵抗癌之作用，也說明龍葵確實適合發展為降低癌症發生率

之保健食品。 
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- 實驗結果附圖 - 
第二部份 
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Figure 1. Effect of SNWE and SNPE on the viability of B16-F1 cells. B16-F1 cells 
(1×105cells/ml) were treated with various concentrations of (A) SNWE and (B) SNPE 
for 24 hrs. The viability of the cells was determined by MTT assay. The survival cell 
number was directly proportional to formazan, which was measured 
spectrophotometrically at 563 nm. 
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Figure 2. Effect of SNWE and SNPE on the motility of B16-F1 cells. Cell 
monolayers were treated with various concentrations (0~0.5 mg/ml) of (A) SNWE 
and (B) SNPE for 24 hrs. Repressentative photomicrographs of the denuded zone 
24 hrs after scraping in the non- or SNWE- and SNPE-treat groups. The number of 
cells in the denuded zone was quantified by inverted microscopy. Quantitative 
assessment of the average number of the cells in the denuded zone was expressed 
as the mean. *, p < 0.05 and **, p < 0.005, compared with the untreated control. . 
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Figure 3. Effect of SNWE and SNPE on migration of B16-F1 cells. B16-F1 cells were 
pre-treated with various concentrations (0~0.5 mg/ml) of (A) SNWE and (B) SNPE for 24 
hrs. Cell migration was measured by Boyden chamber for 8 hrs with polycarbonate filter 
(pore size, 8μm). Migration ability of B16-F1 cells were quantified by counting the 
number of cells that invaded the under side of the porous polycarbonate membrane under 
microscopy and represents the average of three experiments. *, p< 0.01 and **, p< 0.005 
compared with the untreated control. 
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Figure 4. Effect of SNWE and SNPE on MMP-2/MMP-9 activity of B16-F1 
cells. Cells were treated with various concentrations (0~0.5 mg/ml) of (A) SNWE 
and (B) SNPE for 24 hrs. The conditioned media were collected, and 
MMP-2/MMP-9 activities were determined by gelatin zymography. 
MMP-2/MMP-9 activities were quantified by densitometer analysis.  
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Figure 5A. Immunoblot analysis of the expression of Ras, PI3K, Akt-p, NF-κB 
in B16-F1 cells treated with SNWE. Culture cells were treated with or without 
SNWE (0~0.5 mg/ml) for 24 hrs. After treatment, whole cell extracts were 
prepared as described in material and method. Equal amount of total protein were 
loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was 
performed with antibodies against Ras, PI3K, Akt-p, NF-κB . Western blot 
analysis of β-actin was used as an internal control. 
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Figure 5B. Immunoblot analysis of the expression of PKCα、δ, JNK, P38, 
ERK in B16-F1 cells treated with SNWE. Culture cells were treated with or 
without SNWE (0~0.5 mg/ml) for 24 hrs. After treatment, whole cell extracts were 
prepared as described in material and method. Equal amount of total protein were 
loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was 
performed with antibodies against PKCα、δ, JNK, P38, ERK . Western blot 
analysis of β-actin was used as an internal control. 
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Figure 5C. Immunoblot analysis of the expression of CDC42, RhoA, Rac1 in 
B16-F1 cells treated with SNWE. Culture cells were treated with or without 
SNWE (0~0.5 mg/ml) for 24 hrs. After treatment, whole cell extracts were 
prepared as described in material and method. Equal amount of total protein were 
loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was 
performed with antibodies against CDC42, RhoA, Rac1 . Western blot analysis of 
β-actin was used as an internal control. 
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Figure 6A. Immunoblot analysis of the expression of Ras, PI3K, Akt-p, NF-κB 
in B16-F1 cells treated with SNPE. Culture cells were treated with or without 
SNPE (0~0.5 mg/ml) for 24 hrs. After treatment, whole cell extracts were prepared 
as described in material and method. Equal amount of total protein were loaded in 
each lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was performed with 
antibodies against Ras, PI3K, Akt-p, NF-κB . Western blot analysis of β-actin was 
used as an internal control. 
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Figure 6B. Immunoblot analysis of the expression of PKCα、δ, JNK, P38, 
ERK in B16-F1 cells treated with SNPE. Culture cells were treated with or 
without SNPE (0~0.5 mg/ml) for 24 hrs. After treatment, whole cell extracts were 
prepared as described in material and method. Equal amount of total protein were 
loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was 
performed with antibodies against PKCα、δ, JNK, P38, ERK . Western blot 
analysis of β-actin was used as an internal control. 
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Figure 6C. Immunoblot analysis of the expression of CDC42, RhoA, Rac1 in 
B16-F1 cells treated with SNPE. Culture cells were treated with or without 
SNWE (0~0.5 mg/ml) for 24 hrs. After treatment, whole cell extracts were 
prepared as described in material and method. Equal amount of total protein were 
loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel. Western hybridization was 
performed with antibodies against CDC42, RhoA, Rac1 . Western blot analysis of 
β-actin was used as an internal control. 
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Figure 7. Effect of SNPE on cytoskeleton change of B16-F1 cells. 
B16-F1 cells were treated without or with SNPE (0~ 0.5 mg/ml) for 24 hrs, and 
F-actin polymerization was visualized by TRITC-phalloidin and observed under 
fluorescence microscope. 
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Figure 8. The inhibition of PKC inhibitors reduced B16-F1 migration. 
B16-F1 cells were treated with PKC inhibitor Go-6983 5 μM or Ro-320432 10 μM or 
Ruttlerin 5 μM or none for 24 hrs. Cell migration was measured by Boyden chamber for 8 
hrs with polycarbonate filter. Migration ability of B16-F1 cells were quantified by 
counting the number of cells that invaded the under side of the porous polycarbonate 
membrane under microscopy and represents the average of three experiments. *, p< 0.05 
compared with the untreated control. 
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Figure 9. SNWE inhibited tumor angiogenesis in nude mice model.   
(A) B16 cells were re-suspended in serum-free medium at 5×106 cells/ml, and 
aliquots of the cells (0.2 ml) were mixed with 0.4 ml of Matrigel. Dietary 
administration of SNWE or not. Nude mice were euthanized in 14 days. The 
Matrigel plugs were removed from the mice. The photos are representative 
Matrigel plugs. (B) Hemoglobin levels of Matrigel plugs. Hemoglobin levels in 
the supernatant were quantified with Drabkin’s reagent kit .The data are mean ± 
SD from replicate experiments (n =10). *, p < 0.05 and **, p < 0.01 indicated 
significant difference when the hemoglobin content was compared to that of the 
control. (C) Final tumor weight of the mice in experiment. 5×106 cell/ml B16 
expressing melanoma clones were s.c. inoculated into the nude mice (n = 10) and 
analyzed for final tumor weights on day 14 by tumor excision and weighing. *, p 
< 0.01 and **, p < 0.005 compared with the control. 
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Figure 10. SNWE and SNPE inhibited tumor angiogenesis in the CAM model. 
(A) B16-F1 cells were harvested, re-suspended in serum-free medium at 1.5 ×107 
cell/ml. Aliquots of the cells (10 μl) were mixed with10 μl of 
growth-factor-reduced Matrigel in the and absence or presence of SNWE and 
SNPE as indicated. The cell mixture was implanted onto the CAM of a 8-day-old 
chick embryo to grow tumor. The total blood vessels around the Matrigel were 
counted double-blindly under a microscope 3 days after the implantation. The 
pictures are representatives of each treatment. 
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Figure 11. Effects of SNWE on melanoma metastasis. A total of 106 of the 
B16-F1 melanoma cells were injected into the lateral tail vein of C57BL/6 mice. 
The experimental groups were treated with SNWE, which were given dietary 
administration for 21 days, every day with total doses of 0.5%, 1% and 2%. (A) 
The ribcage and ventral view of Normal, only SNWE, only B16, SNWE-treated 
B16. The arrow indicates that metastasis nodules growing in the abdominal cavity 
were counted and photographed at day 21. (B) A comparison of reproductive 
metastasis nodules of lungs in different mice group. (C) Mice were sacrificed and 
the number of experimental lung metastases was counted. (D) Histopathological 
analysis (H&E stain) of the lungs from B16-treated mice. 
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Figure 12. Effects of SNWE on the incident of tumor and melanoma metastasis.  
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Figure 13. (A) The food intake, (B) body weight and (C) survival curve of the 
animals in experiment. Food intake every day record one times, body weight every 
1 week record one times ; survival curve showing that treatment with or without 
SNWE decreased the lifespan. 
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Figure 14. Effects of SNWE on MMP activity of serum and relative protein of 
metastasis in the mouse model. (A) The serum of control, B16, 0.5%, 1%, 2% 
SNWE-treat groups were subject to gelatin-zymography to analyze the activities of 
MMP-2, 9 as described in Material and methods. (B) The cellular levels of Ras, Akt-p, 
NF-κB and PKCα were analyzed by Western blot. β-actin served as internal control. 

Fold 
1 

1 

0.95 3.3 

1.1 

1.4 1.22 1.01 

1.15 1.2 0.5 0.65 

MMP-9 

MMP-2 

MMP-9 

MMP-2 



 187

本計畫已有相關期刊論文發表 

 
1. Hui-Mei Lin, Hsien-Chun Tseng, Chau-Jong Wang, Charng-Cherng         

Chyau, Ko-Kaung Liao, Pei-Ling Peng and Fen-Pi Chou, 2007. Induction of 
autophagy and apoptosis by the extract of Solanum nigrum Linn in HepG2 cells. J. 
Agric. Food Chem. 55, 3620-3628. 

2. Hui-Mei Lin, Hsien-Chan Tseng, Chau-Jong Wang, Jing-Jing Lin, Chia-Win Lo 
and Fen-Pi Chou,2008 Hepatoprotective effect of SNE against CCL4-induced 
oxidative damage in rats. Chem. Biol.  Interact.,171,283-293. 

3. Jeng Dong Hsu, Shao-Hsuan Kao, Chang-Che Tu, Yi-Ju Li and Chau-Jong Wang, 
2009. Solanum nigrum L extract inhibits 2-acetylaminofluorene-induced 
hepatocarcinogenesis through overexpression of glutathione S-trausferase and 
antioxidant enzymes. J. Agric. Food Chem., 57, 8628-8634. 

4. Mon-Yuan Yang, Li-Sung Hsu, Chiung-Huei Peng, Yuan-Shong Shi, Cheng-Hsun 
Wu, and Chau-Jong Wang, 2009. Polyphenol rich-extracts from Solanum nigrum 
attenuated PKC α-mediated migration and invasion of hepatocellular carcinoma 
cells. Food Chem. Toxicol. (In submit) 

5. Hsueh-Chun Wang, Pei-Jun Chung, Mon-Yuan Yang, and Chau-Jong Wang, 
2009. Polyphenol rich-extracts from Solanum nigrum human hepatocellular 
carcinoma cells apoptosis and cell cycle arrest. Food Chem. Toxicol. (In submit) 

 


