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中文摘要

先前有學者指出白苟之藥理活性包括抗炎、兔疫調節等功

能，本研究主要想暸解白苟對淋巴細胞及自然殺手(NaturaI

Killer ' NK)細胞活性之影響，並進一步觀察白苟之免疫調節

作用是否與促進細胞精胺酸之運給有關。因此本研究以 Wistar

大白鼠觀察白苟水萃物添加至細胞培養液對 concanavalin A 

( Con A)刺激之淋巴細胞複製及對精胺酸運輸之影響和對 NK

細胞活性之影響，並以注射脂多萬唐(lipopolysaccharide ' LPS) 

至大白鼠為敗血症模式觀察白苟對壓力狀態下淋巴細胞複製

及對精按酸運翰之影響和 NK 細胞活性之影響。實驗方法乃取

大白鼠頸部淋巴結經 Ficoll-Hypaque 密度梯度溶液( 1.077 

kglm3) 離心得到淋巴細胞，以[6-3H]-thymidine 併入 DNA 之速

率做為複製指數，淋巴細胞經 24hConA 刺激後以 silicon oil勵

layer 之方法來偵測胞外[U- 14C]arginine 運送進胞內之初速率。

而在脾臟悶細胞活性測定方面則以 YAC-1 為靶細胞並觀察添

加不向濃度之白苟於垮養液中華才 NK 細胞毒殺 YAC-1 細胞之

影響。結果發現在淋巴複製方面，在未給予 ConA 時，敗血壓

力組之細胞複製力顯著高於控制組CP<0.05)' 但在 ConA 刺激

下則顯著較低，以 50μg1ml ConA 刺激時，敗血壓力抑制其複

製達 49 % (P<0.05) ，以 100 /-lglml Con A 刺激峙，敗血壓力抑

制其複製達 47 % (P<0.01) 。白苟水萃物之添加不會誘發未經

ConA刺激之細胞複製。 50μg1ml ConA刺激之控制組或敗血

壓力組之淋巴細胞複製力亦不受白苟水萃物促進，但在 100

μg1ml ConA 刺激時，添加白苟水萃物相當於苟藥甘 6.58μg1ml
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時可促進控制組淋巴細胞複製CP<O. 的) ，添加白布水萃物相當

於苟藥甘 3 .29-32.9μglml 時可促進壓力狀態下之淋巴細胞複

製 CP<O. 05) 。當白苟水萃物之添加量相當於苟藥甘 329μglml

以上峙，不論有無 ConA 之刺激，細胞之複製能力均顯著受到

抑制。<0.05) 。在淋巴細胞對精按酸運輸方面，當給予濃度

0.005-10 mM椅按酸時，由動力學研究發現淋巴細胞對精胺酸

運輸之高親和力和低親和力過程Km值分別為 O.l 3:t0.02 mM 

及 18.79:t3.05 mM '當上述白苟水萃物添加峙，對控制組及敗

血壓力組之高親和力和低親和力過程Km值並無影響。白苟對

於控制組大鼠及敗血壓力組之大鼠NK細胞活性之影響均無統

計土之意義。此外，苟藥甘含量在 32.9 flglml 以上時可增加

YAC咀 1 之死亡。
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Abstract 

Previous studies by others have indicated the 

phannacological activities of Pasonia lactifloro include 

antinf1ammatory and immune regulatory functions. The aim of this 

study is to detennine how the function of lymphocytes and Natural 

Killer 令il<.) cells are affected by Pasonia lactifloro and whether or 

not the regulatory effect of Pα'sonia lactifloro is via the effect on 

the 甘ansport of arginine into cells . In this study Wistar rats were 

used and the water extract of Pasonia lactifloro was added to 

assay systems to investigate concanavalin A (Con A) stimulated 

proliferation of lymphocytes and the cytotoxicity ofNK cells. This 

study also used a lipopolysaccharide (LPS) induced sepsis model 

in rats to observe how physiological stress affects the function of 

lymphocytes and NK cells in the presence of Pasonia lactifloro . 

Lymphocytes were isolated from lymph nodes with the use of 

Ficoll儡Hypaque density gradient centrifugation. The [6-3H]

thymidine incorporation rate was measured as the proliferation 

index. The silicon oil technique was used to. detennine the rate of 

[U- 14C]-arginine transport into these cel1. All cell were previously 

stimulated with Con A for 24 h. The cytotoxicity of spleen NK 

cells on the target Y AC-l cells was also observed in the absence 

or presence of Pasonia lact伊oro in medium. Result of the present 

study demonstrates that in the absence of Con A significantly 

increase the proliferation rate of septic lymphocytes (P<0.05). 

While when septic cell stimulated with 5。 μglmlor 100μglmlof 

Con A this rate is inhibited by about 49 % (P<0.05) or 47 % 

(p<0.0 1), respectively. The addition of water extract of Pasonia 

lactifloro which is equivalent to the paeonif1orin content of 6.58 
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μg1ml (P<0.05) and 3.29-必.9μg1ml (P<0.05),. enhanced 

lymphocyte isolated from both control and septic rats to 

proliferation, respectively. The result on kinetics of argmme 

transpo抗 in lymphocyte showed a high-affinity and a low affinity 

processes with Km values of 0.1 27:t0.016 mM and 18.789 

土3.053 Il11哇， respectively. The addition of water ex甘act of 

Pasonia lactifloro did not affect the Km values ofhigh呻affinity or 

low-affinity process of either lymphocytes 企om control or 企om

septic injected rats. Pasonia lact伊oro also showed no significant 

effect on the cytotoxicity of NK cells from either control or septic 

rats NK. In addition, at higher than the level of 32.9μg/ml of 

paeoniflorin , the water extract of Pasonia lactifloro induced the 

death ofthe lymphoma cellline YAC- l. 
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中英文專有名詞及縮寫對照一覽表

concanaval in A 刀豆素 (Con A) 

cytokines 細胞激素

dexamethasone 抗炎劑之類固醇 (DEX) 

glucocorticoids 糖皮搗醇

helper T-cell 輔助型 T 細胞 (TH) 

interferon 干擾素 (1FN) 

interleukins 細胞介白素 ( 1L) 

in vitro 體外象統

ln V1VO 體內系統

lipopolysaccharide 路多酵 (LPS) 

mltogen 刺激分裂原

phytohaemagglutinin 植物凝集素 (PHA) 

sepsls 敗血症

suppressor T-cell 抑制型 T 細胞 (1、s)

tridium thy阻idine 鼠標記胸線口密?定 [3HJ 

turmor necrosis factor 腫瘤壞死因子 (TNF) 
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暈、前言

胺基酸對於所有動物細胞而言，是不可或缺的營養成份，

而哺乳動物的細胞攝取陽性離子胺基酸 (cationic amino acids ) 

時，需靠 y+運輸系統/運輸器 (transporter) 。其動力學在細胞

對陽性離子胺基酸之利用率方面非常重要。精胺酸 (arginine)

在唷乳動物的細胞具有多重角色，包括: (1)為必需按基酸; (2) 

為目前所知唯一的一氧化氮自由基(NO)的前趨物，而 NO 在

生理、生化上扮演多重且非常重要的角色; (3)為許多其他重要

生化分子的前趨物; (4)可促進多種荷爾蒙之分泌'故在 y+系

統運輸之胺基酸中，以對精胺酸之研究較多且完整。

關於淋巴細胞陽離子性胺基酸運輸系統之觀察，始自 1992

年 (Boyd and Crawford) ，而 Liu and Newsholme (1 994)觀察發

現: (1)淋巴細胞需由胞外攝取其複製所需之精胺酸; (2)抑制

精胺酸之運輸，可抑制淋巴細胞之複製能力。自此， y+運輸

系統之活性，可能調節淋巴細胞之功能。此外，亦有報告指出，

精胺酸可促進白細胞介素-2 (Interleukin-2 IL-2)之產生及白

細胞介素 -2 受器 (Interleukin月2 receptor IL-2的之表現

(Buren,1990) ，這也顯示精按酸對淋巴細胞的重要性。

在劉鷹翔和馬玉卓(1995)有關中藥材白苟之研究，有証據

顯示，白苟和積胺酸鶴靜、密切。由此，白苟之藥理活性可能藉

由促進 y+運輸~統活性而達成，故本研究將探討白苟對頸部

淋巴結細胞之 y+運輸系統的影響，及白苟對脾臟自然、殺手細

胞(NK)之影響，並推測白苟中與此作用相關之成份，及作用

機制。



貳、文獻探討

一、白苟的組成和功能性及自苟與蜻按麗堂之關連

自苟

白苟( Pasonia lactifloro )別名苟藥，屬毛莫料植物苟蔡的

乾燥板，其主要成份為苟藥甘( Paeoniflorin ) ，白苟的另外成

份還包括苟藥醇(Paeonol) 、苟藥鹼 (Paeonia) 、 Alliflorin 、

Oxypaeoniflorin 、笨甲酸( Benzoic acid )、揮發站、脂肪油、樹

脂、韓質(Tannin) 、糖、澱粉黏液、蛋白質等成份。

白苟具有多重生理與藥理活性之中藥，研究較多的功能性

成份為白苟總甘( total glucosides of paecony , TGP) ，已在臨

床上庭、用於類風濕性關節炎、肝炎、和老化性疾病等。依據

1995 年劉鷹翔和馮玉卓及 1994 年徐叔雲的報告中所述，白苟

的藥理作用包括:

(1)、解疫作用:

苟藥甘對胃、腸、子宮均有抑制作用，降低肌張力和自

發運動。

(2)、對循環象統的作用:

苟藥甘有擴張冠狀動脈血管，使血流量增加，使血壓輕

微下降，故可用於高血壓患者。

(3) 、抗醬作用:

對金黃色葡萄球菌、志賀氏病疾桿菌，有明顯抑制作

用。

(4) 、抗炎作用:

苟藥甘對大鼠實驗性腳麓，具有抗炎作用。

2 



(5) 、抗潰易作舟:

苟藥甘對 stress 潰揚有預防作用。

(6) 、鎮靜、鎮痛、與抗驚厥作用:

苟藥對中樞神經象統的不同部位，有一定的抑制作用。

苟藥甘有明顯的鎮痛之紋，且苟藥能對抗為錢子鹼引起

之驚厥。

(7) 、抑制血小板凝集作用:

苟藥甘對 ADP 誘發的大鼠血小板聚集有抑制作用。

(8) 、免疫調節作用:

觀察 TGP 對 T 淋巴細胞的作用，顯示 TGP 在體內外可

促進 T 細胞活性的誘發，這可能為調節免疫作用之囡

子，因此，白苟可能藉此調節免疫功能。

(9) 、抗氧化作用:

TGP 可抑制地O2 引起之溶血現象，可能與抑制 GSH

清耗及對祺保護作用有關，其作用機制及可能之臨床用

途，有待更進一步研究。

此外，白苟也具有養血調經及解熱等作用。

精膝蓋龜

且安基酸對於所有動物細胞而言，是不可或缺的營養素，其

為合成蛋白質所必需的原料，而陽性離子胺基酸精胺酸具有以

下特性:(1)對正在成長之動物及正在成長之小孩為必需胺基

酸(Rose ， 1948 and Nakagawa, 1963) ，但對成鼠、狗及成人為非

必需胺基酸(Rose， et al. 1948) ，且發現對正常健康人維持氮平
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衡是非必需(Borman， et al. 1946)' 對疾病狀態則為必需的(Rose ，

et al. 1948) 。參與細胞及組織蛋白質之合成(Rose， et al. 1948) ; 

(2)可促進生長激素、且夷島索、昇糖素和兒茶重分氯等荷葡蒙之

分泌(Rakoff， 1973 and Barbl泣， 1986) ; (3)為合成 collagen 之胺

基酸，有助傷口之癒合(Albina， etal. 1988); (4)在免疫功能方

面，會增加老鼠胸腺重量(Barbl址， et al. 1977) ，及當以細胞分裂

厚、 ConA 、 PHA 刺激後，老鼠胸腺細胞及人體之周邊血液淋

巴細胞會複製增殖(Barbul， et al. 1981) ，使敗血動物生存增加

(Madden, et al. 1988)及處於病理壓力下之淋巴細胞複製增加

(Cerra, et al. 1990) ; (5)透過 NO 之產生及促進淋巴細胞複製之

作用，使其具有促進免疫系統功能及抗腫瘤的特性(Anggard，

1994) ; (6)幕產生 NO 調節內皮細胞和平滑肌的放鬆及抗凝血

(Monca缸， et al. 1991 )。因此，精胺酸之運翰特別具有其重要

性。此外，精胺酸也參與 Urea cycle 及形成 creatinine (林穎正，

1997) 、 polyamine(Tabor and Tabor, 1984)等重要生化分子之前

趨物。

白苟與精驗撞車之關連

白苟藥理作用中與精按酸之利用相關者包括: (1)其可促

進巨噬細胞產生民0 ，而目前唯一已知之高等動物體內 NO 之

前驅物為精胺酸(Anggard， 1994) ，且免疫系統細胞必須由外界

攝取比胺基酸; (2)其為降低平滑肌收縮、擴張血管及降低血

壓之作用，在早期白苟即被用於治療心血管疾病(Nakaki ，

1990) ，而目前已知，精胺酸衍生物 NO '在此作用上扮演重
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要之角色。此外，白苟總甘(TGP)可促進周邊血液淋巴細胞之

分裂反應及 IL-2(interleulin-2)之產生，增加 IL-2R(interleukin-

2R) 密度及某些次級 T一淋巴細胞數目(劉鷹翔和馬玉卓，

1995) 。雖然直到目前，尚未有玄接證據證明白苟調節陽性離

子胺基酸之利馬率，然而如上所述，於白苟藥理作用中至少有

部分與白苟調節精胺酸衍生物 NO 的產生有關(劉鷹翔和馮玉

卓， 1995) ，本研究推論，這或許與白苟促進細胞對精胺酸之

攝取有關。困在巨噬細胞及血管平滑服，細胞中，其 NO 產生之

增加部分依賴胞外精胺酸運輸至跑內(Albritton， et al. 1989 

MacLeod , et al. 1990) 。

二、淋巴細胞之作用及精胺酸對其功能性所扮

演之角色

淋巴細胞

淋巴細胞由中央或原發性淋巴器官(胸腺與骨髓)產生，其

中有些淋巴細胞包含經由血液循環而轉移至續發性淋巴組織

(secondary lymphocyte tissue)如:脾臟、淋巴結、扁桃腺及黏祺

結合之淋巴組織，淋巴細胞主要分 B-淋巴細胞和 T也淋巴細胞。

T 細胞可分為輔助型 T 細胞 (T helper cell 簡稱 THcell)、毒

殺型 T 細胞 (T cytotoxic cell 簡稱 Tc cell)和抑制型 T 細胞 (T

supressor cell 簡稱 Ts cell) , CD4 為 TH 細胞膜上酷蛋白之標

記

， CD8 為了c 細胞膜上躇蛋白之標記。 CD4 T 細胞可辨認、特

異性抗原第 II 類主要組織相容複合體 (major histocompatibility 
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complex II 1但C II)分子，並與之結合，而 CD8 T 細胞可辨

認第 I 類 MHC 分子並與之結合(Bjorkmen， 1987)(國 1-1)

T 齣胞的活化

1.抗原話化 T 細胞

T-淋巴細胞在細胞耳其上會產生特定的抗厚、結合受器，稱 T

細胞抗原受體 (T輛cell receptor TCR) ，能與抗原、呈獻細胞

(antigen-presenting cel1s APC)表面上 h任IC II 分子上的抗原、

相結合 (Bjorkrnan， 1980) 。當 T 細胞受到抗原、刺激後，使闊始

進行複製及分泌各種細胞激素(cytokines) ，有時稱做淋巴激素

(lymphokines)來調控免疫反應。其調控之免疫反應包括 T

淋巴細胞活化 B-淋巴細胞分泌、 TNFα(tumor necrosis factor 

α) 及 T-淋巴細胞活化豆噬細胞產生 interferon-γ(Paul and 

Seder, 1994) 。

2.刺激分裂原(mitogen)活化 T 細胞

凝集素分裂原可來自植物及細菌，例如:刀豆素

(conanavalin A Con A)及植物凝集素(phytohaemagglutinin

PHA) ，可和特殊細胞表面的接受器結合，刺激人類及鼠類 T

細胞。 ConA 會刺激淋巴細胞複製，作用機制可能是這些分子

與 T 細胞活化有關之表面分子，如 T 細胞受器 CD3 結合，促

進訊息傳遞到淋巴細胞內部，進而加強基因的表現及

transcriptional 的活化，使休止狀態下的 T-淋巴細胞進入細胞
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圖 1-1 : Antigen-presenting cell (APC)與下細胞受器之接合作用。

?一細胞表面之受器 TCRα 及ß chain (Vα 及 V ß) ，可專一性的辨識抗原、呈獻細
胞上的關IC 分子的抗f車，而誘導 T一細胞活化及增生。

The molecular interaction between variable regions of the TCRαand ß 
chain (Vα 及 V ß) and the antigenic ligand exposed in linkage with the 

MHC molecules on the surface of the antigen presenting cel 1. (Fig. is taken 

from Li castro et a 1., 1993) 
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過期(Licastro， 1993) (國卜2)

當 T 淋巴細胞被活化後，會產生 lymphokines(IL-2)及在其表

面表現出接受增殖及分化崗子的受器(IL-2R) 。當 IL-2 和 IL-2R

結合後，會誘發一連串對細胞增殖及調控免疫細胞活性之蛋白

質的表現(Neckers， 1983 Heikkila, 1987) 。

轉是安麗堂與淋巴細胞功能之聞達

有關精胺敢對淋巴細胞之功能性研究發現，淋巴細胞不合

成精胺酸，精胺酸必需來自血液，並靠運輪系統進入胞內(Boyd，

1992) 。因此精胺酸對淋巴細胞是必需的，其對淋巴細胞之重

要性除了合成蛋白質以執行其功能外，尚有其他特異性之作

用。精按酸為合成 polyamine 之間接受質，可經由 omithine 轉

變為 polyami帥，而 polyamine 之生合成可促進淋巴細胞之複

製增殖'抑制 polyamine 即抑制淋巳細胞之複製(Tabor， 1984) 。

因此抑制精按酸之運輸，可抑制淋巴細胞之複製能力 (Liu and 

Newsholme 1994) 。而經刺激分裂潭、 (mitogen)刺激之噶齒類動

物淋巴細胞，在較高濃度精胺酸之下，複製能力明顯提升，產

生較多 IL-2 '並有較多 IL-2R 之表現行。πe， et al. 1993) 。獲得

精胺酸補充之動物，其淋巴細胞之複製能力侵於未獲得精胺酸

補充者 (Barbul， 1986) 。人體實驗也發現，獲得精胺酸補充之

受測者，其淋巴細胞經體外刺激分裂厚、之刺激，有較多 IL-2

產生，且於體外培養條件下，這些細胞表現較多的 IL-2R '並

有較佳複製能力 (Reynol品， et al. 1987) 。
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T cell 

CD3 

VαV[3 

圖 1-2 :刺激分裂原與 TCR/CD3之接合作用。

Con A 可直接與 T一細胞受器中之 CD3相接令，加速訊息傳遞、迅速有效活化 T一

細胞。

Con A concomitantly interacts with the TCR/CD3 molecule to achieve the 
T cell stimulation stimulation.CFig. is taken from Licastro et a l.J993) 

9 



在某些疾病狀態下，例如敗血症，病人常出現免疫力下降

之情形。而動物實驗結呆發現，若將敗血症大白鼠之淋巴細胞

垮養於令牛胎血清(FCS)標準玲養液中，則細胞可正常複製，

但若將上述垮養於令有來自敗血症大白鼠的血清之培養液

中，即使給予足量精胺酸，亦無法使之正常複製(L凹， 1995) , 

推測可能部分與敗血症抑制細胞利用精胺酸有騙。

以 Con A 刺激 T-淋巴細胞複製能力與抗原、刺激作涓細胞

很類似，所以本研究以 Con A 刺激 T-淋巴細胞複製，觀察敗

血症對大白鼠 T-淋巴細胞之精胺駿利用的影響。

五、敗血症及宿主免疫力

敗血症之成圈

敗血症是生理壓力中具代表性的模式之一。而發生敗血症

是臨床上常面對的問題，可自嚴重威染(serious infection)而造

成全身性發炎反應症候群 (systemic inf1ammatory respone 

syndrome )(Thorton and Takauwa, 1997) 。而內毒素 (Endotoxin)

是造成敗血的主要原因之一，它是革蘭氏陰性菌(gram negative 

bacteremia)細胞壁外脂雙層上的脂多酵(lipopolysaccharide)的

衍生物(屬 1-3) ，它會與巨噬細胞耳其上受器結合，經由細胞激

素及待為蒙調控改變而造成身體生理代謝改變，導致敗血症發

生。但也有可能由革藺氏陽性菌 (gram postive organism) 、徽

菌(如ngi) 、病毒 (virusis)和寄生蟲等引起的(王聖予， 1996) 。

10 



心1 <111 - Abe 

!( J lil 

--' 11 

Mail -- Atx 

I(IJa 

GaI 

G Ic - GIc.NAc 

Gal 

GIc - Gal 

N CL @ 
。

@
ω
 

」


P
P

兀

O

ccrL1J 
1
.
H
i
H
i
d
i

則
1

i立alty acyl chains 

囑 1-3 :革葫氏陰性菌之路多騁的分子結構

The structure ofthe Iipopolysaccharide moleculefrom Salmonella tyhimurium 

Abbreviations used: Abe , abequose , EtN , ethanolamine ; Galgalactose; Glc , 

glucose ; GlcN , glucamine; GlcNAC , N-acetyl-glucosamine ; Hep ,heptulose; KDO, 
2oketO-3-dexyoctonate; Man, Mannose; Rha, rhamose. Endotoxin prepared from 

different source h部 different component and sequence of the carbohydrate.(Fig. is 

taken from KUBY 免疫學)

I1 



ACCP(American College of Chest Physicians) 和 SCCM

(Society of Critical Medicine Consensus Conference)會員在 1991

年對敗血症和併發症給予定義。內容包括病人有以下症狀:

1 .體溫大於 38
0

C 或小於 36
0

C

2 .呼吸速率每分鐘大於 20 次或過度喚氣(hyperventilation)

3 .心血管衰竭，例如:每分鐘心跳大於九十下

是.白血球數>12000 cells/nm3 或是白血球數< 4000 

cells/nm3 或有不成熟白血球超過 10 %。

(ACCP/SCCM consensus conference committee, 1992) 

細胞激素調控

敗血症會造成血液中某些非荷為蒙調控因子濃度的增

加，包括有 TNF(tumour necrosis factor) 、各式的 interleukins 、

platelet activating factor 、 arachidonic acid metabolites 及 nitric

oxide (Cla此， et al. 1992) 。微生物入侵刺激之後症狀主要原囡之

一為其會引發巨噬細胞分泌細胞激素，例如 TNF-α 、江"

1 '自而快速執行多種保護效果。例如:官仔"α 會造成內皮細

胞及至噬細胞改變，增加豆噬細胞黏著於血管內皮細胞土。因

而使更多的細胞進到發炎部位，且增加巨噬細胞及嗜中性白血

球殺滅微生物的能力。另一方面也能促使自然殺手細胞釋出

IFN-γ ，進一步增加豆噬細胞殺菌能力。然而敗血症發生時所

釋放出的細菌產物會過度刺激細胞激素產生，而增加促凝血

( thromboplastin)及血小板活化扇子(platelet-activating factor)分

泌'造成血液循環細胞的著及血小板凝集血纖維沉積(platelet
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aggregation fibrin deposition) ，導致彌漫性血管內凝結

(disseminated intravascular coagulation)而改變血管通透性，造成

血壓改變(王聖予， 1996) 。另外， TNF 、 IFN-γ 亦會促使組

織合成毒性物質，例如:肝臟庫氏細胞 (kupffer cell)分泌一氧

化氮(NO) ，造成血管舒張，血壓下降(Nakaki , 1990) ，送到

各組織器官的血暈、氧氣、養分等供應減少，造成多重器官的

衰竭 (mu1tiple organ failure)(Jansen, 1996) 。

持聽黨代謝改變

敗血症會潛在刺激神經內分泌 (neuroendocrine)及交成神

經系統 (sympathetic nervous system)的活化 (Baue , 1984) ，因

此會增加腎上腺素 ( epinephrine )、制腎上腺素

(norepinephrine) 、可體松(cortisone )、腎上腺素皮質刺激素

(adrenocorticotropic hormone ACTH) 、生長荷爾蒙(growth

hormone)及昇糖素 (glucagon)之分泌(王聖予， 1996) 。

敗血症對于淋巴細胞功能影響

敗血症之病人及接受手街治療之病人與燒傷或創傷之病

人，往往出現兔疫力變差之現象，包括:

(1)、宿主抵抗力下降 (Heyland ， 1994) 。

(2) 、淋巴細胞功能減弱，例如:淋巴細胞複製時 IL-2 受器表

現及下細胞所分泌之丘-2 分子明顯減少， IL-2 是閉起細胞

複製之鎖，當手淋巴細胞數目減少，貝11後續免疫活化反應將
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受影響 (Wood， 1984) 。

(3) 、給予 mitrogenic 刺激來自敗血症之人及動物淋巴細胞，淋

巴細胞複製能力受到抑制，尤其是 1L-2 的生成量。

無論是人或動物模式之研究都相類似，發現敗血症誘發 T

淋巴細胞複製能力下降之現象。且在動物模式研究中發現敗

血病誘發大白鼠死亡率與 T-淋巴細胞複製能力受抑制之現

象很吻合 (Chuang， 1990) 。

LPS 及其普發之~說，性發史反應

來自革蘭氏陰性萬之內毒素會造成腹膜炎(peritonitis)或腹

內噱揚(in廿aabdominal abscess) ，且在臨床上產生一連串的毒性

效應(toxic effect) ，如:發燒和寒顫(fever and chil1s) 、休克、有

時會引發嚴重的敗血症、多發性器官功能異常(multiple organ 

dysfunction) ，甚至死亡(Dei吭， 1987) 。

1933 年 Boivin 等從老鼠傷寒菌取出內毒素，證明其令有

蛋白質、脂質與多酵體(polysaccharides)三種化學成份。腹腔注

射 LPS 會在短時間內吸收進入血液，且增加腸壁細胞的通透

性，使細菌和內毒素會從腸管內腔游移(translocation)至腸外器

官，如:腸系膜淋巴結、肝臟、脾臟等，而加重症狀(Dei品， et 

al. 1987) 。腹腔注射 LPS 會誘發 cytokines 如 TNF(Gamble， et 

al. 1985)和扎扎(Berilacqua， 1985)及增加 PGE2(prostaglandin

E2 前列腺素)之產生 (Weidenfe泊， et al. 1995)' ACTH 

(adrenocorticotropic hormone 腎土腺皮質刺激素)及 CS

( corticosterone 皮質脂飼)的增加(Weidenfe闕， et al. 1995) 。
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LPS 注射後會和五噬細胞膜上的受器結合，結合後誘發發炎前

物質 IL-1 、 TNF 之釋放，而 LPS 及 IL-1 會誘發 PGE2 的產生

(Katsuura, 1989 and Rosenquist, 1996)' PGE2 會反過來抑制

IL-1 (Monick, et a1. 1987)及 TNF(Vancheri， et al. 1996)之釋放及

抑制巨噬細胞的活性。 IL-1 、 TNF 可藉由 j舌化其他細胞或刺

激細胞的增殖而加強免疫力，前列腺素則會抑制免疫力。

目前本研究中的動物摸式是依照(Wichterman， et a1. 1980) 

以內毒素誘發大白鼠敗血症的方法。借此模式想暸解生理壓力

期間淋巴細胞的複製狀況及其對精胺酸運輸系統之作用情

形。

LPS 對淋巴組胞功能之影響

LPS 能刺激多種 cytokines '包括 IL-1 、 TNFα 、 IFN

α/β(Mizel， 1982) ，且扑.JF α 、 IFN-α/β 能刺激淋巴細胞移

動(migration)(Issekutz， et a1. 1986) ，而在 in vivo 之實驗，

LPS 、叮叮、 IFN 能刺激淋巴細胞之移動，從血液移送到發

炎組織(Thom郎， 1989) ，顯示 LPS 刺激淋巴細胞移動至發炎組

織可經由刺激官司Fa 、 IFN- 臼 /β 之產生。

琳巴細胞在正常狀態下並不活躍，循環中淋巴細胞有 90

%是處於休息狀態下(resting cell) ，在免疫刺激下才轉為活化，

可增進細胞分化、分泌抗體及細胞激素等，由於比過程需要核

酸及蛋白質的合成，因而促進了淋巴細胞代謝速率。當 LPS

進入鐘內，會被視為抗原，抗原會被免疫系統的細胞，例如:

單核細胞(monocytes)及豆噬細胞經由非專一性受器或和免疫
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細胞上 Fc 受器結合的抗體形成免疫複合物，而吞噬進入的抗

原，經過修飾後，將分解的抗原、股風片段送到免疫細胞表面，

此即抗原呈獻細胞，而與組織相容複合體結合。 T 細胞表面上

有接受器(T cell receptor; TCR)會和 APC 表面的抗原品征-IC 複

合物結合，藉由特殊 T 細胞抗厚、受器認知，將抗厚、呈獻給 T 細

胞，導致淋巴激素(lymphokine)的釋放及 T 細胞的增生和免疫

調控作用。

在的 vitro研究中， LPS 會刺激B-細胞h個C-II 表現增加，

使 B恤細胞作為抗潭、呈獻細胞之功能更強( Daum, et al. 1993) , 

且在的 vitro 研究中， 內毒素 LPS 會誘發 B 淋巴細胞之增殖

(Morrison and Jacobs, 1976)' 且會影響T淋巴細胞之增殖(Vogel，

et al. 1983) 。而 zn VlVO 注射 LPS 之觀察，則會抑制刺激分裂厚、

對淋巴細胞之作用 (Goodwin， et al. 1978) ，此靜、經由抑制 IL-2

的產生 (Walker， et al. 1983)及經由增加胞內之 cAMP 的量

(Gemsa, 1975 and Goodwin, 1980) ，來抑制淋巴細胞的複製。

LPS 對街跑精按釀攝取之影響

如前所述，精按酸對淋巴細胞有其重要性，但是否病理狀

態會影響淋巴細胞對精按酸利用並不清楚，過去在其他細胞之

in vitro 研究中，有學者指出將 LPS 加在 mouse 腹腔巨噬細胞

(Sato, et al. 1992) 、老鼠肺部微血管及血管內皮細胞的培養液

中，會促進精胺酸之攝取，但在血管平滑肌則不影響精按酸之

攝取，顯示精按段之攝取會隨細胞不同而有不同的調節

(Duran胎， 1996)。而在 zn VlVO研究中， LPS 注射至活體內， LPS 
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會活化某些調節生理活性之 cytokine or hormone '進而可能間

接影響細胞對精按酸之利用，例如注射 LPS 後，處於壓力狀

態下， Glucocorticoids 會增加(Nakano，的 al. 1987) 。而在 lfl

vitro研究中， Glucocorticoids 之類似物 dexamethasone(DEX)

亦會抑制老鼠肺部微血管內皮細胞精按酸之攝取(P船， et al. 

1996) 。因此，身體處於壓力狀態下，亦有可能會降低淋巴細

胞對精胺酸之攝取。

四、 NK 細胞的作用及其活性之測定方法

悶的性質

自然、殺手細胞(Natural Ki11er ' NK)是淋巴細胞的一種，

源自骨髓，可在血液及脾臟中發現(Vl月Janov峙， et al. 1988) ;因

NK 細胞為內含顆粒之淋巴細胞，曾命名為"large granular 

lymphocytes"(大顆粒之淋巴細胞)(Vaa阱， et al. 1991) 0 NK 是

種無類別的細胞 (null cell) ，為不屬於 T 或 B 細胞的第三類細

胞。在外型上， NK 與 T 及 B 細胞也有顯著不同之處。 T 與 B

細胞在外型上無法區別，而 NK 細胞貝11 可藉其細胞中所令之顆

粒與 T 及 B 細胞區別。

NK 可在未與抗原接觸的哺乳動物體內覓得，西之其屬於

非特異性防禦系統的成員。這些由正常動物取得的淋巴球對腫

瘤細胞具有高度毒殺能力(但對正常細胞則不會)， NK 細胞

的活性並不具有真正免疫現象: (1)除了對某些種類的細胞
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(例如腫瘤細胞)具有毒殺能力外，並沒有證據顯示 NK 細胞具

有專一性特質。 (2)雖 NK 細胞在先前暴露到一種腫瘤細胞的

環境之後，日後對所有腫瘤目標物的反應能力可加強，但它們

也沒有專一性的記憶反應存在。

施落撞機制

NK 在動物體能執不少防禦工作，例如尋找、辨識及殺滅

癌細胞、病毒成染的細胞、真菌、細蓋等。這種尋找及摧毀病

原的行為稱兔疫監測 (immune surveillance) 0 NK 以非吞噬的

方式殺害病原細胞，即不用將病原細胞食入便能加以殺害。當

其功擊病原細胞時，首先與病房、細胞結合，然後以一種需 Ca2+

( Ca2+-dependent)的機制將所分泌的物質加之於需殺害的細胞

上，導致該等細胞的溶裂。 NK 執行此殺減工作可獨自完成或

得抗體協助。

IFN 能活化 NK 細胞，增加 NK 細胞去溶解標的細胞的能

力 (Reynolds， et al. 1987)' 可能是因 IFN 能誘發 NK 細胞增鐘或

轉變 NK細胞之先質細胞成為有功能性之NK 細胞， IL-2 也能

藉由 IL-2 及 IL-2R 之交互作用刺激NK 細胞之增殖，且在不需

抗厚、或分裂房、刺激下(Yamada and Ortaldo, 1987) , IL-2 亦能不

需經由進入細胞循環或 IL-2R 之表現，而增加 NK 細胞毒殺溶

解能力 (0抗ald， 1984) 0 1979 年 Roder 和 Klein 發現 PGE2 能抑

制 NK 細胞之活性，茵 LPS 之注射會減少 IL-2 之表現(Walker，

et al. 1983) ，且會增加 PGE2 之生成。故本研究推論 ， LPS 之

注射會抑制大鼠 NK 細胞之活性。至於白苟是否對此活性有所
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影響，迄今尚未有相關之報告被提出，故於本研究中一併觀

察。

NK 活性之瀾定原理

NK 活性之測定有數種方法可進行，目前所知包括CD Cell 

Death Detection ELISA (Three-step immunoreation) ，原理使

用 "sandwich e也戶le immunoassay"在靶細胞死亡後用 mouse 單

抹抗體定量偵測 DNA 及 histones 0 <ID CellulaτDNA 

Fraεmentation ELISA (Four騙step immunoreaction) ，原理使

用 "sandwich enzyme immunoassay"在受損之靶細胞釋放 BrdU凶

labeledDNA 企agments 至上澄液，用兩支 mouse 之單株抗體偵

測 DNA 及 BrdU 0 @ In Situ cell Death Detection kit, 

Fluoresce妞，原理使用細胞計數法及螢光顯微鏡檢查法，以 kit

來偵測及定量單細胞在程式化死亡(apoptosis) 中斷裂之單股及

雙股 DNA 0 @ In Situ cell Death Detection kit, AP 及 In Situ cell 

Death Detection k泣， POD ，原理使用光學顯微鏡檢查法，以 kit

來偵測及定量單細胞之程式化死亡細胞斷裂之單股及雙股

DNA 0 @ cytotoxicity Detection kit (LDH) ，原理使用比色儀分

析死亡後細胞釋放至上澄液之 lactate dehydrogenase (LDH)活

性。

而本實驗採用 cytotoxicity Detection kit (LDH)之偵測法，

在 NK 細胞活性測定，以 YAC-l 細胞為靶細胞，因 YAC岫 l 細

胞令大量 LDH (lactate dehydrogenase) ，經 NK 細胞毒殺後，細

胞死亡及細胞朕受損峙， LDH 會釋放，而 LDHi舌性用韓素去
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分析，收集無細胞之上澄液與酵素反應， , lactate 經 LDH 催

化轉變成 pyruvate 峙，將 NAD+還原成 NADHJIr '隨後催化轉

移 NADHJI-t~合 tetrazolium salt 到T 還厚、成 formazan 及技疋(，

LDH 釋放多，顯示毒殺效果好。

五、研究目的

本研究主要想暸解白苟對淋巴細胞及 NK 細胞活性之影

響，並進一步觀察白苟之免疫調節作用是否與促進細胞精胺酸

之攝取有關。
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裝、材料與方法

一、化學試藥

Acetic acid 購自景明化學工業股份有限公司

Acetonitrile 購自景明化學工業股份有限公司

Albumin bovine (nitrogen content 16.0% )購自美國

Sigma 公司

Alochol (95 % ) :購白臺灣省煙酒公貪局

Anti biotic (Penici 1 in 10000 Uni ts/ml , Streptomycin 

1 Omg/ml) :購自 Biological lndustries 

Cacium Chloride Anhydrous Powder (95 % )購自日本昭

和公司

Concanaval in A (1 5 % )購自美國 Sigma 公司

Cupric sulfate (98 % ) :購自美闊 Sigma 公司

Diagnostics: 密度 1.077kg/m3 購自美國 Sigma 公司

Fetal Bovine Serum (FBS) :購自以色列 Hyclone

Folin cioccalteu's phenol reagent 購自美國 Sigma 公司

L-Arginine (98 % ) :購自美崗位囚的公司

L-Glutamine (99 % )購自美國 Si那la 公司

Lipopolysaccharide 購自美國 Sigma 公司

Magnesium Chloride(98 % ) :購白日本昭和司

自ethanol 景明化學工業股份有限公司
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n-Butyl p-Hydroxybenzoate: 購自美國 Sigma 公司

Paeoniflorin: 購白日本未山藥品工業株式會社

Potassi um Chloride (70 % )購自美函 Fisher 公司

Potassium Dihydrogenphosphate (99% )購自日本紹和公

司

Potassium Sodium Tartrate Tetrahydrate (99.5% )購

自日本紹和公司

RPMI-1640 (without L-glutamine ) :購自 Biological

Industries 

Sodium Carbonate Decahydrate(99.5% )購自日本紹和公

司

Sodium Chloride (99.9% ) :購自美國 TEDIA 公司

Sodium Hydroxide 購自日本和光公司

Sodium Phosphate Dibasic Hepthydrate(100.2% )購自

日本昭和公司

[6-H3
] Thymidine (lmCi/ml ) :購自英閱 Amersham 公司

Trisodium Citrate Dihydrate (99% )購白日本昭和公司

Triton X-I00 購自美麗 Si那la 公司

Trypan blue solution (0.4% ) :購自美國 Sigma 公司

[U-CI4 ]Arginine (50μCi/ml) 購自英國 Amersham 公司

YAC-l 細胞:購自食品工業發展研究所菌種保存及研究中心，

菌種中心編號 CCRC 60147 

生理食鹽水注射液:購自信東化學工業股份有限公司

白苟:來自市函中藥行
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二、韓素名稱:

Cytotoxicity Detection Kit CLDH) 

Solution 1: Cata1yst CDiaphorase/NAD+ mixture) 

Solution 2: Dye solution CINT and sodium 1actate) 

三五、儀器設備:

1 .無鼓操作台 CLaminar f10w ) : NUAIR Bio1ogica1 Safety 

Cabinets 

2 .二氧化碳恆溫器 CCOzincubator ): REVCO 

3 .冷凍離心機 CFreeze centrifuge ) : CR21 ， Hitacl泣，

Japan 

4. 相位差顯微鏡 CPhase- Contrast 間icroscope ) : Diophot 

T自D Nikon , Japan 

5 .分光光譜儀(l月一VIS Spectrophotometer) : U3000 , 

Hitach , Japan 

6 .血球計數板 CHe現ocytometer ) ，計數器 Ccounter ) 

7 . Semiautomatic Ce11 Harvester 12 CH Skatron , Eng1and 

8 .閃爍、偵檢器 CLiquid Sci ti 11ation Ana1yzer ) : packard 

2100TR 

9 .水浴槽 Shaker Bath BT-150 

10 .垮養箱 Clncubator) REVCO 
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11 .96 微孔比色儀(目icroplate reader) 

12 .高效能液相層析儀CHPLC)

1).pump, model LC 6200A, Hitacl泣， Japan 

2) .photodiode array detector, mode1 LC 

是500 ， Hitachi , Japan 

13.25cm2 細胞培養瓶C25cm2 ce11 cu1ture f1asks) 

14 .75 cm2 細胞培養瓶C75cm2 ce11 cu1 ture f 1asks) 

四、自苟水萃物之製備及定暈

實驗方法

(一)白苟 7](萃物之製備:

稱取白~ 10 g 置於 1 L 錐形瓶內，加入 500 m1 二

次蒸餾水，用 F品水加熱方法，以沸7](將瓶中水分蒸發至

剩 200 剖，再以紗布過港、，將港、液放於冷凍乾燥機凍

乾，刮取白苟粉末。將此粉末儲存於一80
0

C備用。

(二)白苟水萃物指標成份定量:

1.標準品溶液之調製:

精確稱取 paeoni f 10rin 2. 6 血g 置於 10 m1 定量瓶中，

加入 70 %的甲醇到刻度，於超音波震盪使其溶解後，

即為標準品溶液 1 '取 l 溶液 5 m1 以 70 %甲醇稀釋

至 10 m1 '即為標準品溶液 2 '取 2 溶液 5 m1 以 70 % 
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甲醇稀釋至 10 m1 '即為標準品溶液 3 '取 3 溶液 2.5

ml 以 70 %甲醇稀釋至 5 ml '即為標準品溶液哇，取

回隻 1 ml 定量瓶，各加 O. 1 ml 內部標準品溶液，分

別以標準溶液 l 、 2 、 3 、哇，加至刻度即得。

2. 檢品溶液之調製:

精確稱取前述白苟水萃物之粉末檢品 50 mg 置於玻璃

瓶中，加入 70 %的甲醇 20 ml 於超音波震盪 15 分鐘

後，的。C水浴震邊 20 分，回溫後，另取 O. 1 叫內

部標準品之溶液至 1 ml 定量瓶中，加檢品溶液至刻

度後，過 O. 往5 um 漣、膜即得。

3. 內部標準品溶液之調製:

精確稱取 n-Butyl p-Hydroxybenzoate 

11. 0 mg 於 100 ml 定量瓶中，加入 70 %的甲醇到刻

度，於超音波震盪使其溶解後，即為內部標準品溶

液。

4. 層析條件:

(l).Column :μBondapak C18 3. 9 mm X 300 mm (Waters 

股份有限公司)

(2). 波長:標準品成份 250 nm '內標準品成份 254 nm 

(3). 流速 0.8ml/min

(4). 移動相 Acetonitrile water( 內加 0.5 % 

Acetic acid) 

(5) .注射量: 20 /11 

(6) .析出條件:
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A water( 內加 o. 5 % acetic acid) 

B methanol 

C acetonitrile 

Tirne(min) A B: C 

n
u
v
n
H
U
F
h
d
r

「
U
F
h

.. UFhdnuu 

n
u
1
i
9

，H
q
U
A

吱

R
u
n
h
u

句
，i

85 100 15 

80 100 20 

75 100 25 

60 100 40 

55 100 是5

50 100 50 

10 100 90 

85 100 15 

五、實驗動物

由國家科學委員會動物中心提供 8-10 週齡 (200-220 g) 

雄性 Wistar 大白鼠。動物飼養條件為自動光照控制(1 2 小時

白畫、 12 小時黑夜) ，室內溫度控制於 25 UC 、相對濕度 55

%自動空氣調節(換氣率每小時 12 次)之動物房中。動物

給予自由進食(福壽牌實驗動物飼料)及飲水直到實驗開始

進行。
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大可淋巴細胞之製備與培養

一)、注射內轟最大白鼠血清製備:

內毒素 (1 ipopolysaccharide from salmonella 

typhimurium 5 時/Kg BW) , ~容於 l 毫升之無萬生理食鹽水，

注射到大白鼠腹腔中，經 2是小時後犧牲。於此 2是小時期間予

以禁食，但給予自由飲水。犧牲動物的方式是以 C02使其窒息

死亡，然後立即剖腹，由其下腔靜脈抽取靜脈血。然後經由離

心 1350 X g 10 分鐘取得上澄液(血清)。並且將上澄液置於

透析膜中，於是℃進行透析。每隔 2是小時更換一次透析液

(phosphate-buffered saline pH 7.2一7.4) 共更換兩次。再

將透析後的上澄液係存於一切℃備用。

二)、正常大會鼠血清製備:

大白鼠給予自由進食及飲水，直到實驗開始進行。將無菌

生理食鹽水注射到大白鼠腹腔中，經 2是小時後犧牲。於比 2是

小時期問予以禁食，但給予自由飲水，之後以 C02犧牲，由其

下腔靜脈抽取靜脈血。然後經由離心 1350 X g 10 分鐘取得

上澄液。並且將上澄液萱於透析鎮中，於是℃進行透析。每隔

24 小時更換一次透析液 (phosphate-buffered sa1ine pH 

7.2一7.4) 共更換兩次。再將透析後的上澄液保存於一20
0

C備

用。
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三)、 PBS (phosphate-buffered saline )之製備:

將下表中的成份於室溫下溶於二次水中，溶解後經由濾紙

過濾;以 KOH 調 pH 至 7.2-7. 哇，在 4 Oc保存一個丹。回溫後

分析 PBS buffer 其 pH 仍然保持穩定。

本研究所使用之 PBS 組成如下:

試藥 終濃度 (g/L ) 

NaCl 8. 0 

KCl 0.2 

NaHPO是 0.2 

KH2PO是 0.2 

CaC12 o. 1 

提gC12 O. 1 

的、淋巴細胞之製備:

大白鼠以 C02犧牲後，取出頸部淋巴結，立即放入裝有 PBS

的離心管中。用金屬網將淋巴結磨碎，並以濾紙過濾、以除去未

剃除之脂肪、用 PBS 將細胞洗入 50 ml 離心管中，均勻混合後

於 18
0

C 以往00 X g 離心 10 分鐘。將沉澱下來的細胞再懸浮於

PBS 中後，以上述條件再離心。反覆以同樣步毒草沖洗細胞共兩

次。
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將沉澱下來的細胞懸浮於 PBS '再將 PBS 懸浮液沿管壁緩

慢滴到裝有 Ficoll-Hypaque 密度梯度溶液(密度1. 077 kg/m3
) 

離心管中，使該 PBS 懸浮液覆蓋於密度梯度溶液之上。

將上述的離心管以 400 X g 的速度離心 15 分鐘，離心後

由於比重的不同，會在 PBS 懸浮液和密度梯度溶液之閻明顯有

淋巴細胞集中的現象。用滴管將集中之淋巴細胞移到另外一支

離心管中。加入 PBS 使細胞懸浮之後，再以往00 X g 離心 10

分鐘，移除上層液，沉降在底層的淋巴細胞以 RPM卜1640

C wi thout gl uta血ine)沖洗，離心 10 分鐘，除去上層液後，加

入 l 血lRP啦一16的，以滴管小心重複吸放數次，使細胞懸浮

分散均勻，並計算每毫升中戶牙含細胞數目。

五)、淋巴球細胞計數之方法:

將上述細胞懸浮液經適當稀釋倍數後，以 1:1 Cv/v)與染

色劑 (trypan blue)混合測定細胞存活率，同時計數細胞數。

吸取適當量於血球計數板上，於顯微鏡下觀察計數，若整個細

胞被染成藍色表示細胞族不完整造成染劑進入細胞內，而此代

表細死亡，其餘則視為存活之細胞。

細胞總數計算方法:

角落四大格淋巴球數 X 1/是 X 104 X稀釋倍數:每毫升細胞總

數

存活率% =(淋巴細胞總數一死亡細胞數)/淋巴細胞總數×

100 % 
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以此方法計算使本實驗細胞製備均主95 %之存活率。
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六)、琳巴細胞的活化及場接

將製備出的淋巴細胞，堵養於以 RPMI-1640 (without 

glu切nine)為基質之垮養液中，而每 100m1 垮養液中含 10 % 

FBS 、 2 mM Glutamine 、 50 Jlg/ml Con A 及 1 %antibiotic(含

Penicil1ine 及 Streptomycine) 。上述玲養液餘於使用前以無菌過

濾且莫過濾。垮養時將密度為 5 X 106 個 celllml 之細胞懸浮液?

放入 75 cm2 之細胞垮養瓶中，再置入 37 0C 、 5 % CO2 之培養

箱 24 hr 備用(用於 arginine transport 研究)。

30 



t 、淋巴細胞稜製率的測量

利用有 3H (tritium) label 的 thymidine 併入胞內 DNA 中的

量，當作淋巴細胞複製的指標。每個 well 加入 20μ1 (1 0 JlCi 

/ml)e問thymidine 此劑量可提供足夠的 thymidine 滲入 DNA'

以精確測量細胞的複製，但卻不會引起細胞過度的放射性傷害

發生(Knight 1987) 。

取大白鼠頸部淋巴結製備淋巴細胞，將細胞懸浮液培養

在以 RP扎仔1640(without glutamine)為基質之培養液[含 2mM

glutamine 、 10 % FBS 、 1 % antibiotic(含 Penicil1ine 及

Streptomycine)及 0μg!ml 、 50μg!ml 、 100 Jlg!ml 之 ConA] , 

48h 後加入含有放射性e時thymidine 再繼續堵養 18 小時，利

用半自動細胞技集器以甲醇沖洗將其收集到玻璃纖維濾紙

上，味乾，將其放入閃爍計數瓶中加入 2ml 閃爍計數液，以閃

爍偵檢器測 1 min '放射量以 cpm 表示。計算eH]thymidine 併

入胞內 DNA 的量。

八、淋巴細胞精膝麗麗運輸速率瀾定

精胺酸之運輸速率，靜、以 si 1 icone oi l-layer 方法測定

細胞對精按酸攝取之初速率，於1. 5 ml 離心管中測定。如上

所述，取經 24 hr Con A 活化及垮養後之淋巴細胞進行觀察。

實驗進行前所需細胞之密度為 5-7xl07個 cell/ml 0 垮養液為

31 



以 PBS 為基質內含由 O. 005 rn單至 10 耐不同濃度精胺酸、 [U-1t]

精胺酸(50 /lCi/rn1)及 10%控制組或注射 LPS 組之血清，添加

或不添加白苟至培養液中。測定精胺酸運輸速率前製備含

silicone oi1-1ayer 之離心管，製備方法如下:每一1. 5 rnl 

離心管中底層加入的μ1 20 %糖溶液，並於其上鋪一層 400μi

silicone oil 混合液。此離心管之作用，有效將細胞與培養

液分離開來。

進行實驗時，首先先將細胞懸浮液及垮養液分別於 37
0

C

預熱 5 分鐘，開始實驗時，將已預熱之離心管培養液加入已預

熱之細胞懸浮液中，並繼續玲養於 37 0C '在達預設作用時閱

(45 秒，請參看圈 3-1) 時，取出細胞懸浮液和培養液之混合

液銷於前述離心管中之 si 1 icone oi 1 layer 之上，之後離心，

使細胞沉澱至糖溶液層，而培養液仍浮於油層上，再將離心後

之1. 5 rnl 離心管投入液態氮中冷凍。將含細胞之糖溶液層切

下，並置於含 O. 1N NaOH 之試管中分解細胞。分解 2是小時後

以閃爍計數器測其中 14C 放射量，及蛋白質含量。結果以每單

位細胞蛋白質攝取精胺酸之初速率表示。

3島白質濃度瀾定( LOWl亨T et al., 1951) 

(1)原理:

本測定像以勞瑞法進行，利用鹼處理，使蛋白質水解成

胺基酸，而胺基竣土之-COOH 可與 Cu2+作用，並藉由 Folin

reagent 而呈色，故可得知蛋白質濃度。
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(2)試劑配製:

Soln A:2%Sodium carborate Decahydrate 、 0.4% NaOH 、

0.16%Potassium Sodium Tartrate Tetrahydrate 

Soln B:4% cupric sulphate 

Soln C: A B=50 1 (volume) 

Soln D:Folin-Ciocalteu's phenol reagent: 1N NaOH=1 1 

(volume) 

(3)分析法:

0.1 ml 之 sample 加 lml 之 SolnC 混合在 cuvette 中放

置 10 min '再加 0.1 ml 之 SolnD 混合放置的 mm '利用

分光光度計，波長 660nm 吸光值下測蛋白質濃度。

(4)標準曲線之製作:

配製濃度為 o mglml 、 0.25 mglml 、 0.5 mglml 、

0.75 mglml 、 1 mglml 之 BSA '以上述反應系統測定，所

得反應曲線(如圈子2)

(5)計算:樣品中蛋白質含量之計算以內差法由標準曲線進行

精連聲援攝取初途車之計算方法

利用相同濃度之受質有相同之比活性，而求得單位時

間、單位蛋白質之運輸，計算方法如下:

1.取 10μi 加了放射性標定之垮養液加 490μ10.IN 之 NaOH'

以閃爍計數液測放射量(dpm)

2. 經由體積莫耳濃度推算取出 10μi 不同精胺酸濃度垮養液之

莫耳數
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3. 由其耳數除以測得之吐pm 即不同精胺酸濃度下之比活性

4. 而前述置於 O.1NNaOH 分解細胞之試管中 24 小時，分別取

0.5 ml 加閃爍計數液測放射量，及取 100μi 以 Lowry 法測得

蛋白質含量

5. 籍由相同濃度之精按酸有相同之比活性，而推得不同濃度精

胺酸進入細胞內之莫耳數

6. 所得之莫耳數除以以 Lowry 法測得之蛋白質及反應之時

間，即為精按酸運送之初速率。

由不同濃度之精胺酸，觀察運輸系統動力學參數泊n 及

Vm紋，兩參數將由 Eadie-Hofstee plot (V vs V/S)取得。

九、 NK 細胞活性測定

本實驗利用眠之靶細胞 YAC斗，經 NK 細胞毒殺後，

YAC-1 釋放 LDH 之活性，來測定 NK 細胞之毒殺作用。

脾鐵路細胞的製備

從大白鼠取下新鮮脾臟置於無菌 PBS 的培養血中，以鴿

子撕碎脾臟，搖動垮養血，使單細胞溶出。將濾、紙貼於架在 50

m1 離心管之漏斗上，接著以吸管吸取堵養血中之液體，經過

法、紙過濾、，再以 PBS 沖洗渴斗上殘餘的細胞。以 400 x g 於 18

℃離心 10min 後去上澄液，將細胞懸浮於 2 m1 RP的一

間的(without g1utamine) 中，以吸管混勻。將細胞懸浮液延
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管壁慢慢滴於含 6 ml Ficoll-Hypaque 密度梯度溶液(密度

1. 077 kg/m3 ) 的 15 ml 管中，以往00 x g 於 18 0C 離心 15 min 

後，取中問層並置放於 15 ml 離心管中，即為單核細胞。將此

單核細胞以 RPM卜1640(without glutamine)清洗，以往00 x g 

於 18
0

C離心 10 min '去上澄液，加入 O. 5-1 ml 分析培養液 (1

% BSA 和 2 mM g1utamine in RP的一16的)混合均勻，以 trypan

b1ue 計數細胞數目，再以分析培養液配製成所需細胞密度(是

X 106個 cell/l00μ1) 。

YAC寸的培轟

首先配製 50 叫繪養液，其中含 2 mM g1utamine 、 10 % 

FBS 、 1 % antibotic 於 RP圳一1640(wi thout g1utamine) ，並

無菌過濃。將液態氮中取出之 YAC-1 細胞，放置於 37
0

C 水浴

中解凍一分鐘。以 RP叫一1640(without g1utamine)清洗並離

心 (300 X g) 5 min 。去上澄液，加入上述培養液，以吸管混

勻並分置 25 cm2培養瓶，垮養於 37
0

C 、 5 % C02備用。觀察

脾臟 NK 細胞活性峙，收集垮養之 YAC-l '並於上述分析培養

液中懸浮成密度為 4 X 10吐個 ce11/100 /.1 1 。

毒殺性 (toxicity)分析

才采用 Cytotoxicity Detection kit (LDH) (Boehringer 

間annheim)分析。為觀察白苟對他活性之影響，分別配製不同
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濃度之白苟，白苟濃度分別為 5 rng/血 i 、 O. 5 rng/圳、 O. 05 

rng/rnl 、 0.025 rng/rnl 、。由g/剖，添加於分析~統中。至於

分析系統中單核細胞 YAC-1 細胞的比例則分別為 10: 1 

5: 1 、 2.5: 1 、 1: 1 來觀察 NK 細胞毒殺作用。

實驗進行時，將垮養之細胞分為四組:

(1) 配製 200 I.d/well 不用比例的單核細胞: YAC-1 細胞，以

不加 YAC-1 細胞當控制組(control) 。

(2) 配製 assay mediurn 200μl/well 置於平底的孔 well 當

background control 0 

(3) 配製 100μ1 assay rnediurn/well + 100μ1 YAC-1 細胞

Iwell '置於平底 96 孔 well 當 low control 0 

(4) 配製 100μ1 2 % Tri ton X -100 (in assay rnedi urn) + 100 

μ1 YAC一1 細胞Iwell '蓋於平底 96 孔 well 當 high

control 

利用平板離心法，以 150 X g 將上述含細胞之培養盤離

心 3rnin 後，堵養於 37
0

C 、 5 % C02 、 4t汀，再利用平板離心

法以 250 X g 離心 5 rn凹，由每 well 取出 100μi 上澄液至另

一平板 96well 孔，取出時要小心，避兔取到下層。加入恆溫

後的 100μ1 k i t II k i t 1 ( 45 1)' k i t 1 

catalyst(Diaphorase/NAD+ rnixture) kit 11 Dye 

sol ution (INT and sodi urn lactate) ，目的使 tetrazoliurn

sal t 1NT 還原成 forrnazan(如下圈)。包上銘箔'靜置 30 rnin ' 

再利用 ELISA reader 於 490 nrn 及大於 600 n臨的參考波長，

測其吸光值。
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lactate 

f 
LDH 

\ 
'pyruvate 

NAD+ NADH+W 

armazan.\ Catalyst J tetrazol1um 

(red) (yellow) 

毒殺作用%

U' (單核細胞 YAC-1 細胞)一控制組一[( low control) 一

(background control) J .JI -+- [ (high control) 一 (low

control) ] X 100 % 

Y叫AC-白寸-

1 一U' [(low control) 一 (background c∞O∞ntrol) ] -+- [ (high 

control) 一 (background control)J .JI X 10∞0% 

十、統計分析

本實驗統計上分析法採 Student's t test 比較各組間差異

性，數據的表現方式為平均值±標準差(草ean土Standard

Deviation) 。
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圖 3-1 Arginine transport 之時間反應
Fig. 3月 1 The time reaction of arglnlne transport 

先期實驗尋求 initial arglnlne transport 之反應時
間，結果發現在反應到 2 min 時 R2=O.9452 反應到 l
mln 時 R2=O. 9866 '因此，本實驗以 0.75 rnin (45sec)為
觀察 arglnlne transport 之初速率之時問範園。
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聞 3-2 蛋白質濃度測定標準曲線之製作

Fig. 3-2 The standard curve of protein 
concentration. 

以 0到g/ml 、 O.25mg/ml 、 O.5mg/ml 、 O. 75mg/ml 、

1mgl叫之濃度的 BSA '在波長 660nm 下測得吸光值，

以 BSA 之濃度對其吸光值做圈，求出趨勢線方程式:

Y=l. 0275X + 0.1822 CR2=O.9926) 
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四:結果

白苟定量之結果

以 HPLC 方法將不同濃度苟藥甘標準品溶液所得

白苟指標成份的波峰面積對內部標準品波峰面積之

比值為縱座標，並以所注入標率品的濃度為橫鹿標，

作一線性迫歸。實驗結果分別在 15.26 min 及 52. 70 
min 有 peak 出現，而單獨注射內部標準品時則滯留時

悶在 52.70 min 有 peak 出現，表示 15.26 min 出現之

peak 為標準溶液，求得按量線方程式

Y=20.802XtO.1306 (園是一 1 )。由檢品溶液所得指標

成份的波峰面積對內部標準品波峰面積之比佳，以此

檢量線方程式換算苟藥甘含量。

將四批經過水萃並凍乾過的白苟粉末，經過 HPLC

予以定量，求得指標成份的波峰面積對內部標準品波

峰面積之比值，分別為 3.607 、 2. 075 、 1.753 及

3.607 經由檢量綠綠性迴歸方程式

Y芝加. 802XtO. 1306 分別得到檢品溶液中苟藥甘含量

分別為 0.1671 mg/ml 、 0.093 是 mgl圳、 0.0779 mg/ml 

及 O. 16打 mg/ml ' 經換算可得每毫克白苟水萃物粉

末中比標準品含量各為 O. 0668 mg 、 O. 0373 mg 

O. 0311 mg 及 O. 0658 mg 。以下實驗中自主j 水萃物添

加量，均以其中苟藥甘含量為基礎。
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注射 LPS 誘發敗血症大白鼠其體暈、脾臘

重量之變化及其他特徵

大白鼠在注射生理食鹽水(控制組)及注射

LPS (1 i popolysaccharide) (敗血壓力組)後，禁食 2是小

時之實驗結果顯示，敗血壓力組大白鼠之體重減少較

多，但與控制組相比較並無顯著上之差異。但其脾臟

重百分比方面，敗血壓力組脾臟重量增加較控制組為

多，在統計學上有明顯差異 (P<O.Ol)( 表 4-1)' 此外，

以 LPS 注射 24 小時後會有嗜睡、活動力變差及腹瀉

之情形 o

LPS 注射對淋巴細胞稜製之影響

由閻午2 得知，在控制組老鼠給予 50μg/ml

Concanavalin A (Con A)刺激(以下簡稱 Con A 50)及給

予 100μg/ml Con A 刺激(以下筒稱 Con A 100)時，均

與不添加 ConA 有顯著性差異 (P<O.OI) ，且 Con A 50 

與 Con A 100 相比較亦有顯著差異 (P<0.05) ，在控制

組以 Con A 50 之複製效果最佳。而在敗血壓力組老鼠

給予 Con A 50 與不添加 Con A 有顯著性差異

(P<O.OI) ，給予 Con A 100 與不添加 Con A 亦有顯著

差異 (P<0.05) ，且發現 Con A 50 較 Con A 100 複製效

果佳，但兩者問並無統計上差異 (P>0.05) 。

且由圖 4-2 控制組和敗血壓力組相比較發現，在

不給予 ConA 刺激峙，敗血壓力組之淋巴細胞複製較

控制組明顯，兩者有顯著性差異 (P<0.05) ，當給予
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Con A 50 時，在敗血壓力組雖有增加淋巴細胞複製，

但與控制組比較，敗血壓力組淋巴細胞複製率較小，

抑制複製達約 49 %且有明顯差異性 (P<0.05) ，而當

給予 Con A 100 時也有相類似的情形，抑制淋巴細胞

複製達 47 路，且有明顯差異性 (P<O.Ol) 。

白苟對淋巴拿回胞搜製之影響

由表 4-2 得知，在控制組老鼠之淋巴細胞培養液

中，添加不同濃度之白苟，而不給予任何 ConA 刺激

峙，發現當添加白苟水萃物相當於苟藥甘 65.8μg/ml

培養液以上峙，與不給任何白苟相比較，會抑制淋巴

細胞複製，且有顯著性差異 (P<0.05) ，以 Con A 50 

刺激下，白苟水萃物雖有促進淋巴細胞增殖現象，但

與未添加白苟水萃物者相比較並無統計上之差異，當

白苟水萃物添加量相當於苟藥甘 329μg/ml 培養液以

上時，與不給任何白苟相比較，會抑制淋巴細胞複

裂，且有顯著性差異 (P<O.Ol) 。而當給予 Con A 100 

刺激時，發現白苟水萃物添加量相當於苟藥甘 O.的自

32.9μg/ml 培養液時，可促進淋巴細胞複裂，且在添

加量相當於苟藥甘 6.58μg/ml 垮養液峙，與未添加白

苟水萃物者相比較有統計學土之意義 (p<O.05) ，當白

苟水萃物添加量相當於苟藥甘 329μg/ml 垮養液以上

峙，與不給任何白苟相比較，會抑制淋巴細胞複製，

具有顯著性差異 (P<O.Ol) 。

由表 4-3 得知，在敗血壓力組老鼠，添加不同濃
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度之白苟水萃物，而不給予任何 Con A 刺激時，發現

與控制組有相似情形，在添加量為苟藥甘 32.9μg/ml

培養液時會抑制敗血壓力下之淋巴細胞複製'且與未

添加白苟水萃物者相比較有顯著差異 (P<0.05) ，而添

加量相當於苟藥甘 65.8-329μg/ml 之垮養液時亦會

抑制敗血壓力下之淋巴細胞複裂，且與未添加白苟水

萃物者相比較有顯著差異 (P<0.01) 。在 Con A 50 刺

激下，來自敗血壓力下之大鼠淋巴細胞與來自控制組

者類似地會受白苟水萃物促進其增蘊作用，但與未添

加白苟水萃物之敗血大鼠淋巴細胞相較並無統計上

差異，當白苟水萃物添加量相當於苟藥甘 329μg/ml

垮養液以上時，與不給任何白苟相比較，會抑制淋巴

細胞複製，且有顯著性差異 (P<0.01) 。而當給予 Con

A 100 時，白苟水萃物在添加量相當於苟藥甘 0.65-

65.8μg/ml 垮養液峙，可促進敗血壓力下之淋巴細胞

複製。且添加量在苟藥甘 3.29-32.9μg/ml 之培養液

峙，此促進作用有顯著意義 (p<0.05) ，當白苟水萃物

添加量相當於苟蔡甘 329μg/ml 培養液以土時，與不

給任何白苟相比較，會抑制淋巴細胞複製，且有顯著

性差異 (P<0.01) 。

注射 LPS 對精胺酸運輸速率之影響

有關淋巴細胞精胺駿運翰動力學之觀察結果，本

研究以兩種方式表示，其一為將每組實驗條件下所取

得之數據平均後以 Eadie-Hofstee plot 作圈，所得

Km 、 Vmax 分別示於各圍之說明文中。另一為將每
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紐實驗條件下所取得之數據分別以 Eadie-Hofstee plot 

作圍得 Km 及 Vmax' 然後以平均值士標準偏差表示並

7F於表 4-4 。控制組與注射 LPS 組，經過 24 hr 50μg/ml 

Con A 刺激後之淋巴細胞的精按駿運輸其結呆分別於

(麗 4-3 、圖 4-5) ，再經由 Eadie-Hofstee plot (V vs V /S) 

求得運翰系統高親和力和低親和力之動力學參數 Km

及 Vmax 值(園 4-4 、屬 4-6) 。研究結果發現控制組大

鼠之淋巴細胞之精按酸運輸系統具有兩種親和力其

Km 值分別為高親和力 0.1275 :t0.0165 mM '低親和

力 18.789 :t3.053 mM(表 4-4) 。敗血壓力組大鼠之淋

巴細胞之精胺酸運輸系統亦具有兩種親和力其 Km 值

分別為高親和力 0.117 :t0.053 mM '低親和力

16 .4 77士3.718 mM(表 4-4) 。當敗血壓力組之動力學參

數和控制組相比較(表 4-4)' 發現敗血壓力組高撓和力

之 Km 值與 Vmax 值及低親和力之 Km 值與 Vmax 值之

改變均無統計土之意義。

白苟對精胺麗金連輸速率之影響

為暸解白苟是否是籍由促進細胞對精按酸之攝

取而達到其藥效，因而觀察白苟添加後對控制組及注

射 LPS 組，經 24 hr 50μg/ml Con A 刺激後之淋巴細

胞的精胺酸運輸之影響。白苟水萃物之添加暈餘根據

其使淋巴細胞之複製作用達最大之苟藥甘濃度範

圈，以相當於 13.16μg/ml 苟藥甘之暈添加，其結果(圖

4-7 、園 4-9)再經由 Eadie-Hofstee plot (V vs V /S)求得

運輸象統高、低親和力之動力學參數 Km 及 Vmax 值
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(國 4-8 、圖 4-10) 。結果在控制組有添加白苟水萃物

之高親和力 Km 值為 0.1926::!::0.049 mM '低親和力 Km

值為 2 l. 839土5.187 mM(表 ι4) 。在控制組有無添加白

苟水萃物(表 4-4) ，不管於高、低親和力之 Km 或 Vmax

值均無顯著變化，在敗血壓力組有添加白苟水萃物與

敗血壓力組相比較，亦發現不管於高、低親和力之

Km 或 Vmax 值均無統計上之差異。

白苟於 NK 拿回胞活性測定及未來研究方向之
詩桔

在無白苟水萃物存在下敗血壓力組之 NK 細胞毒

殺特性雖低於控制組，但無顯著差異(表 4個 5) 。在白苟

水萃物對控制組大鼠 NK 毒殺活性之影響方面，由表

4-6 之結果可發現，白苟水萃物之添加有抑制 NK 活性

之趨勢，但亦無統計上之意義。在敗血壓力組大鼠，

亦發現自苟水萃物之添加有抑制服活性之趨勢，且

無統計上之意義(表是一7) 。而在表是一8 白苟水萃物在

添加量相當於苟藥甘 32. 9μg/ml 以上之垮養液時可

增加 YAC-l 之死亡。

45 



6 c 

5 

坦 4
斗J

t 3 
<!) 

<r:: 2 

O 

• y = 20.802x + 0.1 306 

R2 =0.9307 

。
句
E
B
-
-

融

AU 
0.2 0.3 

paeoniflorin conc. (mg/ml) 

圖 4-1 苟藥甘檢量線之製作。

Fig.4月1 Calibration curve of paeoniflorin. 

以微量吸管吸取 paeoniflorin 標準溶液，以 70% 甲醇分

別配製成 O. 0325血g/ml 、 0.065mg/ml 、 O. 13mgl圳、

0.26mgl血 i 之不同濃度之符測液，取 4 隻 1ml 定量瓶，內

各加 O.lml 內部標準溶液Cn-Butyl p-Hydroxybenzoate) 
分別取 20Jl l 注入 HPLC 中，以各濃度之標準品溶液所得標

準品指標成份的波峰面積對內部標準品波峰面積的比值為

縱座標，注入標準品的量為橫座標，做一線性迴歸，求得

檢葦線方程式 Y=20.802X + 0.1306 
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園是-2 控制組及敗血壓力組給予不用濃度 Con A 之淋

已細胞複製率。
Fig.4'咀-幽自.

froαi詛n control rats and septic rats in the 
presence of various concentration of Con A. 

50 

ConA濃度(何Iml)

O 

大白鼠分別注射生理食鹽水及 LPS 24 小時後犧牲，取出

淋巴結之淋巴細胞，以不同濃度之 Con A 培養 48 小時，

其 [H3 J thymidine 併入胞內 DNA 之量，結果以推ean:tSD
表示(每個點表示四個實驗數據之平均值)。

*表示與 Con A 0μg/m1 比較峙，有顯著性差異 (p<0.01)

#表示 ConA 幼時Im1 與 Con A 100悶Im1 比較有顯著性

差異 (p<0.05)

八表示與 Con A 0 μg/m1 比較峙，有顯著性差異 (p<0.05)
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圈令3 不同精按酸濃度下，控制組大鼠、淋巴細胞之

精按酸運輸速率。

Fig. 是告.闇圖"闡"闢d關.刪.

from control rats at various concentration of 
arglnlne. 

注射生蠶食鹽水之老鼠的淋巴細胞玲養 24 小時後，與含注

射生理食鹽水透析過之血清，在不同濃度之精胺酸(0. 005 
m睡一10單單) ，反應是5 秒之精胺竣運輸速率，結果以自ean 士 SD

表示(每個點表示三次分閑之實驗所得數據之平均值，每次
實驗一至三重複)。
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麗蓮4 控制組大鼠淋巴細胞之精胺酸運輸動力學

Eadie -Hofstee plot ( V vs V/S )作圈。
Fig. 4-4 The Eadie-Hofstee plot for the kinetic of arginine 

transpo討 in lymphocytes 合om control rats. 

數據來自園是一3 之結果，由此圈可分別得到高、低親和

力之 Km 值及 Vrnax 值，所得之高親和力加值為 O. 153 rn盟

Vrnax 值為 12.40 prnol/rng protein/rnin 低親和力加

值為 15. 313 rnM ; Vrnax 值為 269. 96 prnol/rng protein/rnin. 
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圈 4-5 不同精胺酸濃度下，敗血壓力組大鼠淋巴細胞之

精胺酸運輸速率。

Fig. 是一5 The transport rate of arginine of lymphocyte 
from septic rats at various concentration of 
arglnlne. 

注射 LPS 之老鼠的淋巴細胞培養 2是小時後，與合注射 LPS 透

析過之血清，在不同濃度之精胺酸(0.005掰一10m盟) ，反應的

秒之精胺酸運輸速率，結果以單ean 土 SD 表示(每個點表示三

次分閑之實驗所得數據之平均值，每次實驗一至三重複)。
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圈 4-6 敗血壓力組大鼠淋巴細胞之精按酸運輸動力學

Eadie -Hofstee p10t ( V vs V/S )作圈。

Fig. 4-6 The Eadie-Hofstee plot for the kinetic of arginine 
transport in lymphocytes 企om septic rats. 

數據來自圈吐一5 之結果，由此圈可分別得到高、低親和

力之 Km 值及 Vmax 值，所得之高親和力 Km 值為 0.101 mM 
Vmax 值為 14.33 pmo1/mg protein Imin 低親和力加

值為 7.81 m躍 Vmax 值為 188. 位 pmo1/mg protein/min. 
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圖是一7 不同精胺酸濃度下，控制組大鼠淋巴細胞，添加

白苟水萃物之蜻胺酸運輸速率。

Fig.4-7 The transport rate of arginine of 1ymphocyte 
from contro1 rats at various concentration of 
arginine wi th the addi tion of water of Pasonia 
lactjfloro. 

注射生理食鹽水之老鼠的淋巴細胞培養 2是小時後，與合

注射生理食鹽水透析過之血清，添加白苟 (13. 16 時Im1 苟藥

甘) ，在不同濃度之精胺酸下 (0. 005-10mM) ，反應是5 秒之;精

胺酸運輸速率，結果以班ean + SD 表示(每個點表示三次分開
之實驗所得數據之平均值，每次實驗一至三重複)。
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團是由8 控制組大鼠淋巴細胞，添加白苟 7j(萃物之精胺酸

運輸動力學 Eadie -Hofstee plot ( V vs V/S ) 
作圈。

Fig. 是一8 The Eadie-Hofstee plot for the kinetic of arginine 
transport in lymphocytes 企om control rats with the 
addition of water extract of Pasonia lactifloro. 

數據來自園是一7 之結果，由此麗可分別得到高、低親和力

之 Km 值及 Vmax 值，所得之高親和力 Km 值為 0.230 m班 Vmax

值為 11.8 pmol/mg protein /min 低親和力加值為

28.1 mM Vmax 值為是77 pmol/班g protein/min. 
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圖是自9 不同精按酸濃度下，敗血壓力組大鼠淋巴細胞，添

加白苟水萃物之精按駿運輸速率。

Fig. 4-9 The transport rate of arginine of lymphocyte 
from septic rats at various concentration of 
arginine wi th the addi tion of water of Pasonia 
lactifloro. 

注射 LPS 之老鼠的淋巴細胞培養 24 小時後，與合注射 LPS 透

析過之血清，添加白苟 03. 時間/叫苟藥甘) ，在不同濃度之

精胺酸(0. 0的一10田間) ，反應 45 秒之精胺酸運輸速率，結果以

mean 士 SD 表示(每個點表示三次分閑之實驗所得數據之平均

值，每次實驗一至三重複)。
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圖令10 敗血壓力組大鼠、淋巴細胞，添加白苟水萃物之精按

酸運輸動力學 Eadie -Hofstee p10t ( V vs V/S ) 
作圈。

Fig.4.圖圖.圖圖-1

甘anspor抗t i站n lymphocytes f企全om septic rats with the 
addition ofwa泓te叮r extract of p，αSOnl，仿αl旬αcti伊fβloro.

數據來自圖在一9 之結果，由此圈可分別得到高、低親和

力之 Km 值及 Vmax 值，所得之高親和力 Km 值為 0.225 吋

Vmax 值為 16.8 pmo1/mg protein /min 低親和力加

值為 1 1. 50 耐 Vmax 值為 2是O. 12 pmo1/mg protein/min. 
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園是自11 於不同精胺酸濃度下，各種處理對精胺酸運輸速率之

影響。

Summary of the effect of water extract of paeoniflorin 

on arginine transport rate of lymphocytes from control and 

septic rats at various concentration of arginine. 

Fig.4-11 

數列 1 注射生理食鹽水之老鼠的淋巴細胞培養 24 小時後，

與合注射生理食鹽水透析過之血清，在不同濃度之

精胺酸(0.005m姐一10m盟) ，反應的秒之精胺酸運輸速率

數列 2 :注射生理食鹽水之老鼠的淋巴細胞培養 2吐小時後，

與含注射生理食鹽水透析過之血清，添加白苟，在不

同濃度之精胺酸(0. 005耐-10m詞) ，反應吐5 秒之精胺酸

運輸速率

數列 3 :注射 LPS 之老鼠的淋巴細胞培養 2是小時後，與含注射

LPS 透析過之血清，在不同濃度之精胺酸(0.005m單一

10mM) ，反應 45 秒之精胺酸運輸速率

數列 4 :注射 LPS 之老鼠的淋巴細胞垮養 M 小時後，與合注射

LPS 透析過之血清，添加白苟，在不同濃度之精胺酸

(0. 005mM-10mM) ，反應 45 秒之精胺酸運輸速率

統計上的分析法採 Student's t test '數據的表示方式為祖ean

士SD
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表 4-1 注射 LPS 誘發敗血症大白鼠其體重、脾臟重量之變化

Tab1e 4-1 The induction of sepsis by the injection of LPS 
on body weight and relative spleen weight of 
rats. 

體重變化(g)

脾重/體重比

(g/g) 

控制組 (N=35)

(注射生理食鹽水)

一2 1. 6919. 72 

0.2610.05 

敗血壓力組 (N=49)

(注射 LPS)

一2是.3519.12

O. 4210. 11 * 

R S W (relati ve spleen weight = spleen weight / body weight 
x 100 % ) 
統計土之分析法採 Student's t test '數據的表示方式為
站ean士SD

*:表控制組和敗血壓力組相比較有顯著差異 (P<O.Ol)

一:表示體重減輕

控制組平均值來自 35 個數據

敗血壓力組平均值來自是9 個數據
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義是一2 在不同濃度 Con A 刺激下，添加不同濃度之白苟水萃物對控制組大鼠淋巴細胞複製之影響。

Table 4-2 The effect of various concentrations of water extract of paeoniflorin on the 
proliferation rate of lymphocytes from control rats. 

Con A 濃度
(μg/ml) 

。 0.658 主主2.

苟藥甘濃度 (μg/ml)

6.丹s 32.9 65.民 329 

ConAO 2439+ 1117 2546士1107 1647士 136 3274士1677 2170士 1328 844土477* 303:!:86* 

Con A 50 I 18910:!:3661 19100土2474 20516士1455 18999土4231 17920士 1732 16160士 1513 888士107f

Con A 100 I 13607士 1291 16320:!:2837 15115:!:1935 16298:!:1001# 17443士3076 15412土3407 173土60^

白苟水萃物濃度以苟藥甘含量表示，結果以提ean土SD 表示(每個點表示四個實驗數據之平均值)。

*在 Con A 0 峙，為與無白苟存在下有顯著差異 (P<O. 05) 
#在 Con A 100 日寺，為與無白苟存在下有顯著差異 (P<0.05)

n 在 Con A 50 及 Con A 100 時，為與無白苟存在下有顯著差異(P<O.Ol)

。。Ir) 



表令3 在不同濃度 Con A 刺激下，添加不同濃度之白苟水萃物對敗血壓力組大鼠淋巴細胞複製之影響。

Table 是…3 The effect of various concentrations of water extract of paeoniflorin on the 
proliferation rate of lymphocytes from septic rats. 

Con A 濃度
(μg/ml ) 

。 0.658 l23 

苟藥甘濃度 (μg/ml)

6.5R lL2 65.E 立三.2.

ConAO 5163士1126 4569土 1411 4436:t549 5542:t1102 3124:t856* 1216土416艸 456:t319

Con A 50 9545:t1693 7859:t787 9479:t2061 8444士1422 8414土613 8857:t2152 1151:t977## 

Con A 100 I 7181土727 10418土3204 9645土694# 10788:t90# 10756士838# 8900士1892 746:t357## 

白苟水萃物濃度以苟蔡甘含量表示，結果以 Mean士SD 表示(每個點表示四個實驗數據之平均值)。

*在 Con A 0 峙，為與無白苟存在下有顯著差異 CP<0.05)
**在 Con A 0 峙，為與無白苟存在下有顯著差異CP<O.Ol)

#在 Con A 100 時，為與無白苟存在下有顯著差異CP<0.05)

押在 Con A 50 及 Con A 100 時，為與無白苟存在下有顯著差異。<0.01)
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義是一是在控制組組及敗血壓力組的老鼠在有無添加相當於苟藥甘 13. 的時Iml 之白苟水

萃物處理下之精胺酸運輸系統之動力學

Table 是且是 The kinetic parameters of arginine transport system in lymphocytes from control 
or septic rats wi th or wi thout the addi tion of water extract of pasonia lacti floro. 

動力學參數 控制組(注射生理食鹽水) 敗血壓力組(注射 LPS)

無白苟 加白苟 無白苟 加白苟

Km (High) 0 .1 3土0.02 0 .1 9土0.05 0.12 土0.05 0.17+0.09 
(mM) 

Km (Low) 18.79 士3.05 21.84 +5.19 16.48+3.72 12.35+0.96 
(mM) 

Vm (High) 11.84+4.90 10.23土2.52 13.63 土4.97 15.08 +9.38 
(pmol/mg protein/min) 

Vm (Low) 289.63 土48.26 353.90 土 142.27 262.559 土95.57 249.85士70.87

(pmol/mg protein/min) 

統計上之分析法採 Student's t test '每組數值表示由 3-6 個實驗數據之平均值，
數據的表示方式為師ean土SD

控制組和敗血壓力組相比較，各組之間立主無統計土之差異

控制組或敗血壓力組在無添加白苟水萃物時與有添加白苟水萃物相比較，各組之間並無統

計上之差異
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表是-5 在控制組及敗血壓力組大鼠， NK 細胞對此C-1 之毒殺率。

Table 4-5 Rate of cytotoxicity of NK cells from contro1 and 
septic rats to YAC-1 cells. 

脾細胞/YAC一 i 控制組 敗血壓力組

數目比 (注射生理食鹽水)% (注射 LPS)%

10 1 11.94:t11 .41 -8 .1土14 .34

5 1 7.01 :t12.23 0.33 :t15.82 

2.5 1 7.89土27.89 -2.73 士 19.88

1 1 -4 .1 7士9.29 -2.36 :t21.70 

統計土之分析法採 Student's t test '數據的表示方式為單ean:tSD

每組平均值來自 3 個數據
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表 4-6 在控制組添加不同濃度之白苟水萃物時，自K 細胞對 YAC-l

之毒殺率。

Table 是由6 The effect of various concentration of water 
extract of Pasonia lactifloro on the rate of 
cytotoxicity of NK cells from control rats to 
YAC-l cells. 

脾細胞/YAC一 l 控制組

數目比 (注射生理食鹽水)%

白苟水萃物

。 μg/ml 苟藥甘 1. 64μg/ml 苟藥甘 3. 29μg/ml 苟藥甘

10 1 11.94土4.74 4.55土4.74 7.33:t9.73 

5 1 7.01士12.23 3.77:t14.l 7 -1.08土62.72

2.5 1 7.89:t27.89 -10.24士16.47 -1.36:t15.77 

1 1 -4.17土9.29 -1 1.35:t19.43 -2.06:tl0.97 

統計上之分析法採 Student's t test '數據的表示方式為目ean:tSD

每組平均值來自 3 個數據
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表是自7 在敗血壓力組添加不同濃度之白苟水萃物時， NK 細胞對

YAC-l 之毒殺率。

Table 是由7 The effect of various concentration of water 
extract of Pasonia lactifloro on the rate of 
cytotoxicity of NK cells from septic rats to 
YAC-l cells. 

脾細胞/YAC一 l

數目比

敗血壓力組

(注射 LPS)%

白苟水萃物

。問Iml 苟藥甘 3.29μg/ml 苟藥甘

1i 
A
υ
 

11 

-8.1士14.34 -16.06士13.78

5 1 0.3 3士 15.82 13 .36 ::1::46.1 0 

2.5 1 -2.73 ::1:: 19.88 國 14.76 ::1::8.58 

1 1 -2 .3 6士2 1.70 -20.80 ::1::17.73 

統計土之分析法採 Student's t test '數據的表示方式為 Mean::l::SD

每組平均值來自 3 個數據
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表 4-8 各種白苟水萃物對 YAC-l 存活率之影響。

Table 是-8 The survival rate of YAC-l in the presence of 
various concentration of water extract of 
Pasonia lactifloro . 

白苟水萃物含量(苟藥甘悶Iml) YAC-l 存活率

O 89.69 % 

1.64 86.1 % 

3.29 88 .48 % 

32.9 58 % 

329 34.33 % 

每組平均值來自 3 個數據
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但、討論

大鼠對 LPS 注射之一般反應

注射 LPS 會刺激 IL-l 之產生，而過多之 IL-l 分

泌會造成發燒、發炎、嗜睡、疲倦、組織的破壞、血

管硬化等情形(張建國 1996)' 1993 年 Torre 則指出

注射內毒素會導致較低之食物攝取、體重減輕、較少

絢腺細胞結構(less thymic ce l1 ularity) 、較大脾臟重

量，本實驗也發現類似之結果(表 4-1) , ~p LPS 注射

導致體重減輕較多，且有明顯脾臟增重現象， 1981 

年 Ingram 等人亦指出老鼠注射 LPS 會增加脾織重

量，認為可能是注知 LPS 後，脾臟處於發炎狀態，會

增加巨噬細胞的量，因而脾臟重量增加。此外，本實

驗也發現注指 LPS 至老鼠有腹瀉之情形。

Con A 對控制組及敗血壓力組大鼠淋巴知
胞複製能力之影響

在國 4-2 之結果發現，不管在控制組或敗血壓力

組老鼠，給予不同濃度的 ConA 刺激時，均與不添加

ConA 之淋巴細胞有顯著性差異，且 Con A 50 和 Con

A 100 相比較亦有差異，在注射生理食鹽水組 Con A 50 

之複製效果較 ConA 100 佳，而在敗血壓力組亦是以

Con A 50 之複製效果較 Con A 100 好，顯示不同濃度

之 ConA 刺激不同生理狀態下之淋巴細胞，會有不同

的複製效果。此可能與在不同生理情況下，不同濃度
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之 Con A 與 T 細胞活化有關之表面分子 T 細胞受器中

的 CD) 結合數且有關 (Licastro ， et al. 1993) 0 Con A 刺

激林巴細胞的複裂，很類似受專一性抗原刺激，而開

始一連串的淋巴細胞增殖作用，因此 ConA 可代表(模

擬)外來抗原對 T-細胞之刺激作用。而在不給予 ConA

刺激峙，敗血壓力組淋巴細胞複製較控制組明顯，且

有顯著差異，顯示 LPS 會刺激淋巴細胞的增殖'這可

能是由於 LPS 至老鼠對老鼠的 B 淋巴細胞為一種刺激

分裂原 (Morrison and Jacobs , 1976) ，而 1983 年 Vogel

等人也提出內毒素 LPS 會誘發 T 淋巴細胞增殖'因而

注射 LPS 之老鼠分離出的淋巴結淋巴細胞表現較高

複製能力。

而當給予 Con A 50 及 Con A 100 時，敗血壓力組

與未給予 ConA 時相比較，敗血壓力組雖有增加淋巴

細胞複製，但與控制組比較，敗血壓力組分別在 Con

A 50 及 Con A 100 剝激 24 小時後，抑制淋巴細胞的

複製達 49 %及 47% '有文獻指出以刺激分裂原 PHA

和 Con A 培養敗血病人之周邊淋巴細胞發現其 IL-2

濃度及淋巴細胞之複製力也下降，且在敗血壓力下，

淋巴細胞功能減弱，淋巴細胞複製時， IL-2 受器及 T也

細胞所分泌的 IL-2 分子明顯減少，而且斗的功能與

細胞複製有踢，當 T-林巴細胞數目減少時，則後績之

免疫活性將受影響。 (Wood ， 1984 and Nishijima , 

1986) 。另外也有學者指出，以刺激分裂原 PHA 和 Con

A 垮養敗血症大白鼠的脾臟細胞，其 IL-2 濃度及脾臟

細胞的複製能力亦會下降(Gough ， et al. 1988) 0 1993 

年 Marshall 等人指出靜脈注射革蘭氏陰性菌至老鼠
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24 小時後犧牲，發現顯著壓抑 ConA 誘發淋巴細胞之

增蘊反應，此可能與革蘭氏陰性菌之內毒素可誘發糖

皮酪醇 (glucocorticoids GS)之釋放有踴 (Ku et a1. 

1996) ，而革藺氏陰性菌 LPS 所誘發之 GS 能抑制 IL-

2 產生，而減低 T 淋巴球之繁蓮 (Gillis ， et a l. 1979) 

Fauci 於 1974 年也指出在 in vivo 之實驗，若以 PHA

為細胞刺激分裂素時，淋巴球繁是率受 GS 之影響不

大，但若以 ConA 刺激時則有明顯下降現象。本研究

之結果與以上多位學者研究之結果相符合。

白苟對於控制組及敗血壓力組大鼠淋巴細

胞複製能力之影響

表 4-2 、 4 個 3 結果顯示不管在控制組或敗血壓力

組，不給予任何 ConA 刺激時，發現在添加白苟水萃

物相當於苟藥甘。“32.9μg/ml 垮養液時Jt未刺激淋巴

細胞的增生，而在添加之白苟水萃物相當於苟藥甘

65.8μg/ml 培養液以上時，則會抑制控制組淋巴細胞

的增麓，而敗血壓力組在添加之白苟水萃物相當於苟

藥甘 32.9μg/ml 培養液以上時亦會抑制淋巴細胞的增

殖。雖至目前尚未有文獻提到白苟萃取物對淋巴細胞

之影響，但有學者曾以白苟總甘 (total glucosides of 

paecony , TGP)做研究， 1992 年陳敏珠指出高濃度

白苟總甘對 LPS 刺激巨噬細胞分泌扎扎與 TNF-α 以

及 B 細胞增殖反應具有抑制作用，比至少有部分是藉

由丘-1 產生大量 PGE2 有關。梁君山等人用小鼠胸腺

細胞增殖檢測 IL-l 及 TGP 對 IL-l 產生的影響進行探
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討，結果發現 LPS 誘發小鼠胸腺巨噬細胞產生 IL-1

之最佳濃度為 8 mg/L 0 1989 年梁君山指出 TGP 可依

賴性地增加 IL-1 之產生，但高濃度 TGP(0.25-125 mg/L) 

時， IL-1 之產生顯著下降，顯示 TGP 對扎扎之產生

具有雙向作用，且 1994 年王志堅指出在 0.1-0.5 mg/L 

劑量下， TGP 對正常人的 LPS 誘發周邊草核細胞產

生扎扎、 PHA 誘發淋巴增殖和 IL-2 之產生均呈濃度

性的雙向作用。雖然來自主噬細胞之 PGE 2 可抑制 IL-2

之產生( W alker , et a l. 1983) ，但在本研究系統中，僅

有極少量巨噬細胞存在，這是否足以造成對淋巴細胞

複製之影響有待進一步觀察。欲知此 in vitro 之作用

是否受巨噬細胞影響，可移除本研究細胞製備物中之

黏著性細胞再做增遁實驗。

當控制組或敗血壓力組給予 Con A 50 及 Con A 

100 峙，在低濃度白苟會刺激淋巴細胞增殖，而在高

濃度白苟卻會抑制淋巴細胞增楚，此情形與 1995 年

劉鷹翔與馮玉卓及 1994 年徐志又雲在白苟總甘免疫的

基礎與研究進展一文中所提到， TGP 對小鼠脾淋巴

細胞 ConA增是反應和體外抗體誘生呈現濃度依賴性

雙向作用相似，低濃度 TGP 促進 Con A 增鐘反應和

Th 細胞誘生，而高濃度時會抑制。由表 4-2 、 4-3 結

果可知，當有 ConA 刺激峙，低濃度的白苟可能對淋

巴細胞的增鐘反應具有促進作用，由本實驗之結果，

當在有刺激分裂原存在下(此模擬抗原結合淋巴細胞

之情形) ，白苟確實具有增強免疫力的效果。

本研究發現在無 Con A 刺激下白苟水萃物並無

誘發細胞複製之作用，但在 Con A 存在下，其適量可

68 



促進細胞之複製，由此推論白苟水萃物之成分可促進

淋巴細胞進入細胞連期 (cell cycle) 後之作用，但無法

使休止狀態之細胞進入細胞週期。

有鑑於上述白苟水萃物對活化之淋巴細胞複製

功能之雙向影響，是否表示白苟水萃物對於動物體內

其它快速分生細胞，例如腸黏祺細胞之複製作用亦有

雙向之影響，有待史進一步探討。

白苟對控制組及敗血壓力組大鼠淋巴細胞

利用精接酸之影響

淋巴細胞揚離子性按基酸運輸系統動力學曾由

1994 年 Liu 和 Newsholme 進一步探討及確認，並由

精按酸進入淋巴細胞之研究發現，此揚離子性胺基駿

可經由高親和力及低親和力兩種過程進入細胞，如增

加之部份為高親和力者，則因 Km 值接近生理狀態下

之濃度(約 100μM) ，細胞對陽離子性按基酸之利用可

大為提高，無需給予過量精胺酸，可避免增加體內排

除含氮廢物之負擔;但若增加之部份主要為低親和力

(Km 大於 1 mM) 貝'1 可能有必要更進一步探討促進其道

翰之方式及營養上適當之供應濃度。而假使促進精胺

酸運輸象統活性並未改變 Km 值而只改變 Vmax 值，

則表示增加細胞膜上之運輸器數量，但若促進精按酸

運輸系統活性是改變 Km 值，則可能自改變運輸系統

之親和力(例如改變其立體結構)或改變細胞祺內外之

電位差。而本實驗敗血壓力組與控制組在經過 24 hr 

Con A 剝激之淋巴細胞精胺酸運輸相比較，發現注射
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LPS 至老鼠，並未改變高、低親和力之 Km 值，而 Vmax

也未改變(表 4-4) ，顯示處於病理狀態下之淋巴細胞之

功能降低應不是經由 LPS 對精按酸之運輸動力學的

改變。

過去在其他 in vitro 研究中，有學者指出 LPS 加

在垮養液會促進 mouse 腹腔巨噬細胞、老鼠肺部微血

管及血管內皮細胞精按酸運輸能力，但 1996 年

Durante 等學者卻發現血管平滑服，精胺駿之運輸並不

受 LPS 影響，因此提出精胺酸之運輸的調節作用會因

細胞種類而有差異。 1995 年 Cendan 等人在 in vitro 

研究發現扎扎能促進精按酸之運輸。且 1994 年 Inoue

等人也指出在肝血漿朕濾泡 (hepatic plasma membrane 

vesicles ' HPMVs)' 注射 LPS 至老鼠 (7.5 mg/kg BW) 

在兩小時內會增加精胺酸運輸，但至 24 小時則回復。

本研究之觀察系統均添加來自控制組或敗血壓

力是且大鼠之血清。當注射 LPS 至體內後，會刺激 IL

l 誘發 PGE2 之產生，而過量之 PGE2 會反過來抑制 IL-1

及 TNFα 之釋放 (Monick ， 1987 and Vancheri , 1996) 。

在 in vitro 之研究，含有 LPS 的培養液在老鼠肺部微

血管及血管內皮細胞等細胞會促進精胺酸之運輸，至

於將 LPS 注射至老鼠體內的 in vivo 實驗則尚未有學

者提出是否細胞對精胺酸運輸也有影響，而 1992 年

Pacitti 等人曾注射 TNF(50 mg/ml BW)至老鼠，發現

了3、JF 可刺激肝細胞精按酸之運輸，因而認為 LPS 注射

至體內應也會增進精胺酸之運輸，這可能是 PGE2 之

作用尚未達抑制扎扎效果前，但於淋巴細胞之精胺酸

運輸目前尚未有過深入研究 O 由於本研究模型並未測
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定血液中 IL-l 之含量，故無法推論相關之厚、囡。但也

有可能是未於適當時問點觀察淋巴細胞之精胺酸運

輸速率，因而無法暸解 LPS 注射後對淋巴細胞之調節

作用。若欲瞭解是否 IL-l 含量之變化與本研究之結果

(未發現運輸動力學受 LPS 影響)有關，可能需要 LPS

注射後於不同時間點犧牲大鼠以觀察淋巴細胞之精

胺酸運輸速率及血中扎扎令量之相關性。此外注射

LPS 後處於壓力狀態下，自醇類 glucocorti coids 會增

加，但 1996 年 Pan 等人於 in vitro 實驗曾發現

glucocorticoids 的類似物刪dexamethasone 會抑制精胺

酸之運輸，因此注射 LPS 後，血液內 glucocorti coids 

亦可能是抑制淋巴細胞精胺酸運輸的可能原因之

-。

本研究所觀察到之精胺駿運輸系統與其他學者

於其他細胞之研究相較之結呆示於表 5仆，在高親和

力 Km 方面符合，但在低親和力 Km 方面不同，可能

原因是淋巴細胞低親和性之運輸蛋白與其他動物細

胞低親和性之運輸蛋白不同及本研究觀察精胺酸運

輸作用時，採用之精胺駿濃度尚未能使運輸作用達到

飽和，故有可能造成動力學參數作國之誤差。

白苟在控制組或敗血壓力組均未增加精胺酸運

輸，顯示白苟並未促進淋巴細胞對精按駿之運輸，但

實驗結果卻顯示台苟可促進淋巴細胞之增殖'並非經

由精胺酸之運翰的影響。
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白苟對於 NK 細胞毒殺性之影響

至於在 NK ì~舌性分析方晶，本實驗發現注射 LPS

組與控制組並無顯著差異(表 4-5)' 雖然敗血壓力組較

低，但無統計上之差異。曾有學者提出 LPS 注射會誘

發 IFNs 產生(玉聖予 1996) ，而 IFNs 可促進 NK 細胞

之毒殺作用 (Reynolds ， et al. 1982) 。但 LPS 之注射也

會增加 PGE2 之生成，而 PGE2 則抑制了 NK 細胞之活

性 (Rader ， 1979) ，顯示 LPS 有可能增進或抑制 NK 活

性，至於本研究是受那種思索或細胞激素之影響，有

待研究探討。

在白苟水萃物存在下， NK 細胞對 YAC-1 之毒

殺率實驗，結果發現無論在控制組或敗血壓力組，

NK 活性也無統計上差異。雖然此結呆顯示不管在控

制組或敗血壓力組，白守並未影響 NK 細胞毒殺

YAC-1 細胞之活性，但本實驗之誤差值相當大且有負

值出現，這可能是因實驗製備的脾細胞中內含紅血球

細胞及巨噬細胞之影響，造成實驗數值不穩定之情

形。

而在 YAC-1 之存活率結果發現，在相當於苟藥

甘 32.9μg/ml 垮養液以上峙，白苟水萃物對 YAC喝 l 有

毒殺作用，而此毒殺作用並未經由 NK 細胞之作用(表

4-8) ，且對 YAC心具有特異性，因為在苟蔡甘 32.9

μg/ml 培養液時白苟對受 Con A 活化之初代母養之淋

巴細胞具有促進複製之作用， Y AC-1 細胞走來自淋

巴瘤(lymphoma)之腫瘤細胞，本實驗之結果顯示白苟

本身可能具有直接之抗腫瘤細胞作用。此在未來可再
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進一步的研究與探討。
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表 5-1 各種不同類型之精胺酸運輸之加(達 1/2 最大運輸速

率之精胺酸濃度)。

Table 5寸 The Km of arginine transporter in various cell 
type. 

動物品系 細胞型 Km(mM) 

高親和性 低親和性 參考文獻

老鼠

淋巴細胞 O. 13 18.8 本研究

(Lymphocytes) 
肝細胞(安定細 O. 13 2. 5 White, M. F. 1982 

胞象 McA也即f777)

肝細胞(安定細 O. 06 O. 51 White, M. F. 1982 
胞象 McA-RH8994)

纖維母細胞 0.13 1. 4 White, M. F. 1982 
(Fibroblast) 
神經膠質 0.015 O. 035 Schmidl妞， A. 
(glial) 1994 

血管平滑肌細胞 O. 125 1.在 Durante，引人

(VSMC) 1995 
兔子

兔子結膜 O. 07 5. 9 Hosoya, K.1997 
(pigmented rabbit 

conjunctiva) 
人體

小腸 Caco-2 O. 041 37 Pan, M.1995 
細胞

豬

肺部動脈內皮 O. 304 3. 9 Greene, B. 
細胞(Pulmonary 1993 
a討ery endothelial 
cel1s) 
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陸、結論

在淋巴細胞複製方面，敗血壓力會抑制 ConA 刺激下之複

製作用，顯示敗血壓力下會影響淋巴細胞之功能。而白苟對控

制組或 LPS 組老鼠淋巴細胞之複製有促進或抑制作用取決於

使用之劑量。而白苟對淋巴細胞之複製之促進作用並非經由精

胺駿運輸系統之影響。本研究未發現白苟水萃物對來自控制組

或 LPS 注射組動物之 NK 細胞毒殺 YAC-l 細胞作用具有影響，

且在含量 32.9μg/ml 苟藥甘以上時白苟水萃物可能對 YAC-l

有毒殺作用。本研究結果指出，白苟應可在正常及敗血壓力下

可改善宿主細胞免疫功能，但因其安全域值不大，其適當之攝

取劑量有待更進一步之觀察。
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