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第一部份

戊乙離去美色棍子昔對

大白鼠血液細胞及生化成份的影響



縮寫表: (第一部份)

AFB 1 : Aflatoxin B 1 
DMSO : Dirnethyl sulfoxide 
嗎TBC : White blood cell 
RBC : Red blood cell 
HGB : Hernoglobin 
HCT : Hernatocrit 
MCV: 說ean corpuscular volurne 
MCH : Mean corpuscular hernoglobin 
MCHC : Mean corpuscular hernoglobin concentration 
TP : T otal protein 
Alb : Albumin 
D.Bil : Direct bilirubin 
T.Bil : Total bilirubin 
AL T : Alanine aminotransferase 
AST : Aspartate aminotransferase 
ALP : Alkaline phosphatase 
LDH : Lactate dehydrogenase 
GGT: Gamma輔glutamltransferase

BUN : Blood urea nitrogen 
Cre : Creatinine 
UA : Uric acid 
Na: Sodium 
K : Potassiurn 
Cl : Chloride 
Ca : Calciurn 
Phos : Phosphorus 
TG : Triglyceride 
Cho : Cholesterol 
Arny : Arnylase 
Gl曰: Glucose 



中文摘要

戊乙臨去美豆槌子寺( penta-acetyl geniposide: 

C (AC)5 儡 GP) 是從槌子 (Gardenia frutus) 萃取出

來的一種藤芽，再經乙蘊化而得到的一種淺黃色投合

物，在以前的實驗已經證實它不論在試管或在動物體

內皆有抑制細胞毒性及抑制腫瘤細胞生長的作用?所

以想知道在大鼠體內這些作用是否和調節免疫系統有

關;且想知道 (AC)5- GP是否有毒性存在。所以使用

流式細胞儀、 RID 法、血球計數儀、生化分析儀來加

以評估 o 結果發現 (AC)5- GP對免疫系統並無影響，

可知它能抑制腫瘤的效果並不是調詩免疫系統造成的

，另外發現 (AC)5- GP會使大鼠 TP 、 Alb 、 ALP 、

BUN稍微降低，可能與抑制肝臟的蛋白合成或加速腎

臟的排泄有關;而 Na 、 K 、 Cl略為增加，應該是由腹

腔注射 (AC)5- GP ，導致血管內外水分及離子的重新

平衡所造成的 o 總之?以土生化成份的些微變化對體

內主要器官、系統並無明顯的毒性存在 F 所以 (AC) 5 

-GP應可用於人體腫瘤的化學治療。
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Abstract 

Penta-acetyl geniposide , (AC)5-GP is a 

pale yellow compound , which produced by 

acetylation of a glycoside that isolated from 

Gardenia frutus. In our previously studies , 

we had demonstrated that (AC)5-GP would 

inhibit cytotoxicity and the growth of tumor 

cells both in vivo an 吐 in vitro. The present 

studies , we wanted to know if these effects 

were correlated with the regulation of 

immune system in rats. Futhermore , whether 

there is toxicity of (AC)5-GP in vivo or no t. 

We estimate 吐 b y flo w c y t 0 m e t e r , r a d i a 1 

immunodiffusion method , semiautomated 

hematology instrument and automated 

chemistry analyze r. Results obtained in 

these studies indicated that there were no 

effect of (AC)5-GP on immune system. It 

meaned that the inhibition of tumor growth 

by (AC)5-GP was not due to the regulation 

of immunity. In addition , we foun 吐 th a t 

(AC)5-GP reduced the concentrations of TP , 

Alb ' BUN and activity of ALP in rats 

s 1 i g h t 1 y. 1 t m i g h t b e c a u s e d b y i nh i b i t i 0 n 0 f 

protein synthesis in liver or inhancing 
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kidney excretion. On the other hand , the 

concentrations of Na , K and Cl were 

increased slightly. 1t might be caused by r • 
balance of water and ion betwe.en intra 輛 and

extra-venous flui 吐 1n conclusion , results 

obtained in these studies indicated that 

there were no significant toxicity in major 

organs or systems in rats. Therefore , (AC)5-

GP should be apply to tumor chemotherapy 

in human. 
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一、前言

白花或稱山黃花 (Gardenia jasminoides 

Ellis) 為茜草科山槌屬常綠灌木( 1) ，夏季詞花雪花

冠六裂，回旋狀，白色，有香氣; 果實呈精圓形，

外有 5-8 縱稜 (2) ，熟時主黃赤色 (Fig.l); 浸入水

中，會使水染成鮮黃色，可做染料 o

曬乾的果實稱為山棍子、槌子或支子( 1) ，屬中

品藥賽中藥方劑中如槌子兌湯(梳子、乾兌) ，萬陳

萬湯(棍子、茵躁、大黃) ，黃連解毒丸(棍子、黃

連、黃苓、黃柏) ，棍子柏皮湯(棍子、炙甘草、黃

柏) ，花子鼓湯(梳子、豆鼓) ，槌達二陳湯(祿皮、

半夏、次苓、甘草、棍子、黃連) (3 )等皆含有棍子

，臨互承土為有名的消炎解熱藥( 4) ，可治療急性蟾

道炎，育及食道炎雪下部出血症炎 9 外用消炎退腫

F 治豆夫打，故廣為民問使用?自此在生藥土佔有重

要的地位。

品棍子中主要成份有黃白同類棍子素 (Garde的 n)

F 番紅花素 (Crocin) ，番紅花竣 (Crocetin) ，花子

者 (Garderoside) ，去梨花子 lf(Geniposide) ，右

旋由甘露醇 (D-Mannitol) 等白 i邊去有研究指出番紅

花素 (Crocin) 、番紅花酸 (Crocetin) 對 AFBl 及

吐 imethyl的 trosamine 誘導之肝損傷兵保護作用

(5 ， 6) ，也會抑制 CD仆小白鼠茵 benzo(a)pyrene 引

起的皮膚腫瘤促進作用 (7) 0 另一成份去造棍子昔

(Geniposi 往 e) 為一種 iridoid glycoside '具有利
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擔作用及保肝作用( 8 ) ，忠有抑制大白鼠囡 AFBl 引

起的肝臟毒性及抑制 AFBl 結合到肝細胞DNA 的作

用( 9 ) ，它也會抑制鼠肝細胞囡 AFBl 引起的 DNA修

補合成( 1 0) 0 甘露醇對於巴拉 )(11 誘發鼠肝細胞DNA

損傷有保護作用( 1 1 )。

戊乙臨去美豆棍子替( penta-acetyl geniposide 

(AC)5-GP J 也是從花子萃取物中分離出去美豆花

子寺 (Geniposide) ，再經乙聽化反應而得封的 c 從

我們先前的研究已知在生體內， (AC)5 “ GP會抑制

大白鼠身上 C -6 神經膠瘤細胞的生長及發育( 1 2) 。

在試管內也發現用 AFBl 誘導 C3HIOTl/2 細胞產生

的基茵毒性會被 (AC)5 幽 GP所抑制( 1 3) ;另外

(AC)5- GP可降低培養的 C -6 神經膠瘤細胞的種植

效率 (plating efficiency) ，也會使其 DNA合成受

到抑制 (14) 。

因為 (AC)5- GP 不論對大白鼠體內或試管內培

養的腫瘤細胞都有抑制作用，且對細胞毒性也有抑

制的效果?故而想瞭解(AC)5- GP 是否藉由調節免

疫系統，增強兔疫能力，而達到抑制腫瘤生長的效

果;進而想暸解 (AC)5- GP 是否對體內的主要器

官、系統有毒性存在;對血液中其他成分有否影

響 F 以作為人體實驗的參考。於是本實驗將 (AC)5-

GP 經腹腔注射入大白鼠體內後，採取血液做血球

計數分析，白血球分類計數，淋巴球次群分類計

數，兔疫球蛋白定量及各種血中生化成分的分析。

6 



司圓圓圓，

、 材料與方法-

l 可 (AC)S酬GP 的製備(14) : 

將山槌子乾燥果實的殼制掉 P 搗碎後 P 以 500

ml ether 宙流沖洗，以除去脂肪;然後以 500 ml 

熱甲醇萃取 3 小時後，再重覆前面步驟一次，再收

集甲醇層 F 將體積濃縮至半量 R 於 OOc 放置兩天，

然後過法 P 再把濾液蒸發至乾燥後，在 300 ml n “ 

butanol / H20 (1 :1) 中分離，取出水層後 F 再以

butanol 萃取 o 再將所有 butanol 全部收集，並蒸發

至乾澡?就得到粘調磚紅色濃縮物 o 再用 pyridine

及無水醋竣 (2: 1 )當溶劑，加入濃縮物進行24 小時

的乙磁化反應 (acetylation) 再將反應物以恥

butanol / H20 (1 :1) 萃取 F 收集 butanol層。用

水洗兩次之後;加入適量的無水硫酸銷雪將

butanol 萃取物脫水 o 除去 butanol後，則呈深黃

色的自體 F 用絕對乙醇再結晶純 1t. '即成淺黃色戊

乙聽去在棍子普 ((AC)5-GP J 的複合物。

2 耳動物來源:

Sprague “ Dawley 品系雌性大白鼠 9 體重約

230-280 g ，購自圈科會聽家實驗動物繁殖及研

7 



究中心 F 以福壽牌鼠實驗動物配合飼料餵食 F 蒸

餾水不限制飲用，將大白鼠隨機分成四飯?其中

1 ，口， 111 組各 6 隻， 1V 鎚 7 隻。

3. 動物處理:

戊乙臨去是棍子膏，先以 DMSO溶解後 P 再

加等量生理食鹽水，葛記己製成最終濃度為 6 血 gν1m

及 1口2mg/ml 溶液 o 實驗共分四組， 1 組為正常組

:經由腹腔注射給與等貴的生理食鹽水 o 11 為溶

劑控制組:經由腹腔注射給予 1 : 1 的 DMSO 和生

理食鹽水混合液 o 111 為低劑量實驗趣:依大白

鼠體重從腹腔注射給予 5mg/kg 的戊乙蘊去窺棍

子普 o 1 V 組為高劑量實驗組:依大白鼠禮堂從

腹腔注射給予 10mg/kg 的戊乙蘊去幾槌子苦。以

土四級皆每天由腹腔注射，連續三天?在第四天

予以斷頭取血 F 其中 2ml 全血加入 Vacutainer@

EDTA試管中，其餘的血全部放入 Vac 叫 ainer@

plain試管(購自 BECTON DICKINSON , NEW 

JERSEY , USA) 中備用。

4. 試藥與抗體:

自動血球計數儀 (SYSMEX K-1000) 所需試

劑講台 TOA ， KOBE ， JAPAN. 淋巴球分類所需的

白血球抗原的單株抗體( CD5-F1TC , CD45RA 

平笠， NKR - P1 - BIOTIN )購自 SEROTEC ，

OXFORD.UK 0 而 STREPTAV1DIN-RED 613 
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購自 LIFE TECHNOLOGIES , MD , USA 。免

疫球蛋白 (Ig M , Ig G) 測定套組也是購自

SEROTEC , OXFORD , UK 0 自動生化分析儀

(SYNCHRON CX 幽 7) 所需試劑則購自

BECKMAN .CA. USA 0 

5. 項目與分析法:

A. 血球檢查:使用自動血球計數儀

(SYSMEX K 翩 1000 ， TOA)

1 ) .白血球、紅血球、血小板( 1 5) : 

利用血球細胞通過電極的小孔時，會產生

電壓脈銜的變化 F 再依此就可換算出細胞

的數量和大小。

2) .血色素 (HGB)(16) : 

首先用溶血劑將紅血球內的血色素釋出，

再用氣化高鐵血色素法?以光譜光度計在

540 nm 比色 D

3) .血球容積比 (HCT)(17) : 

利用累積電壓高度測定法 o

4) .平均紅血球容積(MC V) : 

M C V = H C T (%) / R B C ( 1 0 6 ) X 1 0 (f1) 

9 



5) .平均紅血球血色素 (MCH) : 

MCH=HGB(g/dl) /RBC(10 6 ) X 10(pg) 

6) .平均紅血球血色素濃度 (MCHC) : 

MCH = MCH / MCV x 100% or 

HGB(g/dl) / HCT(%) x 100% 

B. 白血球分類計數:

將血液做成抹片 F 以劉氏染色法染色後，用

光學顯微鏡在 1000 倍觀察 F 計算 100 個白血球中

NEUTROPHIL.L YMPHOCYTE.MONOCYTE 

E 0 S INOPH1L. B A S OPH1L 所佔的百分比。

C. 淋巴球次群分類:

利用兔疫婪光三色分析法，將淋巴球分成 B

細胞 'T 細胞， NK 細胞三個次群 o 首先將含有

EDTA 的全血 100μ1加入 CD 卜 FITC ， CD45RA 

干巨， NKR-P1-B10TIN作用 20 分鐘 F 再用溶解

波將紅血球溶血;再加入 STREPTAVID1N

RED 613 作為 30 分鐘後，直接上 FACScan

(BECTON DICKINSON , NEW JERSY , USA) 

的 Lysis 11 軟體分析。詳細步驟如下:

n
υ
 

-i 



LABELLING L YSED WHOLE BLOOD 

METHOD(18 , 19 , 20 , 21) : 

l 。將含有 EDTA的全血 100 μ1 加入 4ml 的空

試管中 o

2. 加入 1 5μ1 CD5-FITC 

10 μ1 CD45RA “ PE 

5μ1 NKR-P1-BIOTIN 

3. 混合後，在室溫孵育 20 分鐘 c

4. 加 2ml 溶解液，混合均勻，於室溫放置 5

分鐘 o

5. 用 1600 RPM 離心 5 分鐘後 P 除去土清

液 D

6. 加 1 ml 冷的 PGB ( PBS + glucose + 

B SA) ，振盪混合

7. 為 1600 RPM 離心 5 分鐘後 F 除去上清

液，再重覆一次。

8. 加 4μ1 STREPT A VIDIN -RED 613 

於碎。C 作用 30 分鐘 D

9. 如步驟 6 ' 7 重覆洗游兩次 D

10. 沉澱物加 0.25 ml PGB '混合均勻。

11. 土 FACScan 分析 o

D. 免疫球蛋白 IgM ， IgG 的測定 (22 ， 23 ， 2 是) : 

使.用 RID(Radial immunodiffusion) 法，

將大白鼠血清或 calibrator加入含兔疫球蛋白

抗血清平耘的小渦中 ì.其1 IgM 的平板於室溫放

11 



置 4 天 P 法1 IgG 的平族於室溫放置 3 天後 F 以求

達尺量取各;同況波圈的直徑?對照 calibration

curve 即可知道 Ig M , Ig G 的濃度。

E. 血液中生化成分的分析:

1.BUN:Conductivity electrode(urease) 

method (25 , 26). 
+ urea + 3 日 2 0 !:! rease~ 2NH4 + HC03 +OH 

非離子狀態的尿素在 urease 的催化下

，形成離子狀態的產物，再用導電度電極

偵測導電率增加的量，即可知BUN 含量。

2.Na:ISE(Ion selective electrode) , 

Potentiometric method(27 , 28 , 29). 

利用選擇性的攻為膜電極測定鉤離子

。本法屬於問按法，即撿體先與大量的高

張離子溶液稀釋混合後 3 再與電極接觸而

被測定出來。

3.K:ISE/valinomycin , potentiometric 

method(27 , 28 , 29). 

利用含有 valinomycin 的多孔性電極來

制定。這種電極對針離子的選擇性感應超過

12 



鈍離子 4000 倍 o

4.Cl:ISE potentiometric method 

(27 , 28 , 29). 

以 Ag/AgCl 電按法湖定，目為困態的

AgCl 電極會部份溶解，使溶液中的 Ag÷和

Cl 達到平衡狀態;當按體的 Cl 加入時，

十

電極再次釋出 Ag 使溶液重新回到平衡

狀態，此時電位的變化與 Cl 的濃度成正比

o 

5.Glucose:02 depletio 設， glucose oxidase 

, oxygen electrode method 

(30 多 3 1 ) 

3 訓 D-glucose 十 02~lllC O S e O xi das e F 

gluconic acid + H202 

利用 oxygen electrode 來測 02 消耗

的速率，即可知 glucose 的濃度 o

6.Creatinine:Alkaline picrate method 

(32 , 33). 

Creatinine+picric acid ~ lk a li n e S O l U t i O n z 

creatinine-picrate (Red colored complex) 

13 



在波長 520 nm 比色 F 即可測出

creatini帥的濃度。

7.GGT:Szasz method(34). 

r -Glutamy 卜 p 也 nitroaniline+Glycylglycine

GGT ~ r -Gl utamy 卜 glycylglycine

+ p- nitroaniline 

在波長 410 nm 比色，即可測出 GGT

的活性。

- 8.ALT:Henry method(35 , 36). 

ALT DL-Alanine+ a 個 oxaloglutarate 工

pyruvate + L-glutamate 

+ LDH pyru vate + N ADH + H 一一一一，... lactate + 

NAD+ + H20 

在 340 nm 測定 NADH 減少的暈，

即可知 ALT 的活性 o

9.AST:Henry method(36 , 37). 

AST L-Aspartate + 2-oxaloglutarate 三

oxaloacetate + L 儡 glutamate

+ MDH Oxaloacetate + NADH + H' .lYLuu ,.. malate 

+ NAD+ + H20 

14 



在 340 nm 測定 NADH 減少的量?

即可知AST 的活性 o

10.ALP:AACC reference method(38 , 39). 

p-nitrophenyl phosphate(colorless)+ H20 

AL P , p H 10.3, M g 2t P "的 trophenol(yellow)

+ phosphate 

在波長410 nm 比色 F 即可測出 ALP

的活性。

11.LDH:Pyruvate • Lactate method(40 多 41)

+ L DH , pH 7.4 P Y r u v a t e + N A D -H + H 

lactate + NAD+ 

在 340 nm 測定 NADH 減少的量，

即可知 LDH 的活性 o

12.Amylase:Enzy血 atic-defined substrate 

method(42). 

Maltotetraose + H20 A mylase-2 扎在 altose

MP Maltose + phosphate 一一一妒 Gl uc 

Glucose-1-phosphate 

15 
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G P GM Glucose 岫 6 -

G6PDH' Glucose-6-phosphate + NAD+ 三

6 ‘ phosphogluconate + NADH + H+ 

在 340 nm 測定 NADH 增加的量 P

即可知 Amylase 的活性。

13.Direct bilirubin:Jendrassik-Grof method 

(43 , 44). 

Direct bilirubin + Diazo • Azob i1 irubin 
(blue color) 

在 560 nm 比色， 即可知道 Direct

bilirubin 的濃度。

14.Ca:Colorimetric Arsenazo II1 method 

(45) 

2 峭 Arsenazo 111 + Ca ~ H 5.6 主

Ca- Arsenazo complex (bluish 幽 purple)

在 650 nm 比色，即可知道 Ca 的濃度 o

15. Total b i1 irubin: Jendrassik “ Grof 血 ethod.

(43 , 46) 

16 



÷ Total bilirubin + Diazo+ H 

C a ff e i n e , B e n z 0 a t e , A c e t a t e 鑽研 Azobilirubin
(blue color) 

在 560 nm 比色 9 即可知道total

bilirub凹的濃度 o

16.Albumin:BCP method(47 , 48). 

Albumin+5 ， 5- 吐 ibromo-o-cresolsulphonphthalein

→ albumin 間 BCP complex 

在 600 nm 比色，即可知 Albumin之濃度。

17.Total protein:Biuret method(49 , 50). 

Alkaline CU TT + protein .rU l\. alllH' ::3Þ Cu_protein complex 

在 560nm 比色，即可知 Total protein 之濃度 o

1 8 . P h 0 s p h 0 r u s : P h 0 s p h 0 m 0 1 y b d a.t e m e t h 0 d 

(51 , 52) 

H2S04 Phosphorus + molybdate HkU \J"t lÞ 

Phosphomolybdate complex 

在 340nm 測 O.D. 佳，即可知phosphorus 之濃度 o

17 



19.Triglyceride:Enzymatic GPO '了 rinder 

method(53 , 54). 

T r i g 1 y ce r i d e J 1 P a s e ~ Glycerol + fatty acid 

Glycerol + ATP G lycerol kinase , Mg++> 

Glycero 卜 3 個 phosphate + ADP 

G-3-P + 02 G lycerophosphate oxidase )lao 

Di h y d r 0 x y a c e t 0 n e + H 2 0 2 

2 H202 + 4-Aminoantipyrine + DHBS 
h orseradish peroxidase 

Quinoneimine dye + HCl + 2 H20 

在 520nm 比色，即可知 Triglyceride

之濃度。

20.Cholesterol:Enzymatic method(55). 

Cholesterol ester C h O e S t e r O l e S t e T a S e z 

Cholesterol + fatty acid 

Cholesterol oxidase Cholesterol + 02 

Cholesten 欄 3-one + H202 

2 H202 + 4-Aminoantipyrine + phenol 

p eroxidas~Quinoneimine + H20 

18 



在 520 nm 比色空即可知 Cholesterol

之濃度。

21.Uric acid:Enzymatic Trinder method 

(56) . 

Uricas Uric aci 吐+ 02 + H20 urlcase -Allantoin 

+ H202 + C02 

H202 + 4-Aminoantipyrine + DCHBS 

p eroxidase _Quinoneimine + H20 

在 520 nm 比色，即可知 Uric acid 

之濃度。

6. 統計方法:

本文使用 paired T test 來做統計分析。

19 



-甜-

個醋 、
曲，闖關蟬喵 結果

在血球參數檢查項目中，包括WBC 、 RBC

HGB 、 HCT 、 MCV 、 MCH 、 MCHC 、

Platelet 共入項 F 僅 HCT 一項在 5 mg / kg 

(AC)5- GP 處理時 9 有稍微下海外書但並無意

義 F 其餘皆無明顯變化 (Table 1) 。

(AC)5- GP處理後，對白血球分類的影響方

面，只有在 (AC) 5 國 GP 5 mg/kg 那組的單核球

有升高的趨勢 (P<0.05) ，但 Eosinophil 、

Neutrophil Lymphocyte 皆無差異存在

(Table 2) 。

在淋巴球次群分析方面， T cell 、 B cell 及

NK c e 11 均未見任何明顯差異存在。在免疫球蛋

白 Ig J\在， IgG 的測定方面，也沒有任何差異存

在 (Table 3) 。

血液中生化成分分析之結果:肝臟機能方面

目以 5 mg/kg (AC)5-GP 處理的大白鼠 ，其

Total protein 有下降的情形 Albumin 也有

降低的情形 (P<0.05) 0 而在 10 mg/kg (AC)5 個

GP 處理的大白鼠刻鐘 Alkaline phosphatase 

有明顯降低 (P<0.05) ，其餘的項目 AST 、 ALT

、 Bilirubin 、 ALP 、 LDH 、 GGT均無明顯的改

變( Table 4 ) 0 腎臟功能方面 F 以 5 mg/kg 

(AC) 5 剛 GP 處理的大白鼠顯示 Total protein , 

Albumin ， BUN 皆呈下降 (P<0.05) ，但陰離子

20 



中 Chlori 吐 e 刻反呈上升的情況(P<O.05) ;而在

10 mg/kg (AC) 5 國 GP 處理的大白鼠到;有 Na 、

K 、 Cl 三項皆升高的情形 (P<O.05)(Table 5) , 

其餘的 Creatinine 、 Uric acid 、 Ca

Phosphorus 則無差異 o 心臘血管系統方面，則

各組闊的 Cholesterol 、 Triglyceride 、 AST 、

LDH 均無明顯差異存在 (Table 6) 0 月是臟機能

(Amylase) 及螃類代謝(Glucose) 方面 P 各組皆

無差異存在 (Table 7) 0 
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四、討論

在 (AC)5- GP 對血球參數的影響方面，並無統

計土的差異?可見 (AC)5- GP對造血系統沒有毒性

存在。

在白血球分類計數中，用 5mg/kg 的 (AC)5-

GP處理的大自鼠 F 其 Monocyte 的百分比略有增

加 D 自 Monocyte和吞噬作用及處理抗原有闕，所

以可能是自為 (AC)5- GP打入腹腔所造成的兔疫反

應。

在 (AC)5 削 GP對免疫系統的影響而言 F 不論是

體液免疫的 Ig M 、 Ig G 或細胞免疫的 T c e 11 、 B

c e 11 及 NK cell '都沒有影響 o

在 (AC)5- GP對肝臟膽囊系統的影響方面，為

5mg/kg 的 (AC)5- GP處理的大白鼠，其 TP 、 Alb

都呈下降的情形?可能是 (AC)5- GP 降位肝臟對

TP 、 Alb 的合成或是促使動物體內分解代誨的加

強，而經由腎臘排泄 F 所以使 TP 、 Alb 皆呈下降

的趨勢。另外以 10 mg/kg處理後， ALP 有明顯降

低; ALP 的主要來源是肝臟、小腸、胎盤、肺歲，

合成 ALP 的功能受到抑制時即會降低活性，但是究

竟是抑制那個部位或可能是 (AC) 5 “ GP 直接和

ALP結合，使其活性降媳，則有待更深入的研究。

而在對腎藏功能的影響方晶型玲 TP 、 Alb 己如

前述夕r'BUN在 5mg/kg這組呈下降的情形，可能
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是 (AC)5- GP影響體內對蛋白質的吸收 F 使蛋白總

量下降雪"導致蛋白分解產物的 BUN 亦隨之下降。另
外在 10mg/kg 這組可見Na 、 K 、 Cl 三者皆上升;而

5 mg/kg 這組則僅有 Cl 一項升高而已章可能是因腹

腔內注射 (AC)5- GP ，使血管內水份往血管外流

動，使得血漿內水份減少所造成的 o 也有另一種可

能，說是腹腔注射的溶劑含有生理食鹽水，提供了

額外的 Na與 Cl 所導致的結果。

另外在心臟血管系統方面，皆沒有任何變化，

可見 (AC)5- GP對本系統沒有毒性存在。

是後在換臟功能及葡萄糖代詩方面 ， (AC)5-
GP都沒有任何影響。

總之， (AC)s-GP對大白鼠的免疫系統並無影

響，可見 (AC)5- GP在生體內及試管內抑制腫瘤細

胞的機轉 ( 1 2 ，口， 14) ，並非 (AC) s 組 GP增加大白鼠

的免疫能力所造成 o 在另一方面) (AC)5- GP 對大白

鼠的主要器官和系統，並無明顯的毒性存在;自

此 ， (AC)s 鷗 GP應可被考慮應用於人體腫瘤的化學

治療 o
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Fig.l Flower and 企uits of Gardenia jasminoides. 
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Table 1. E旺ects of (AC)s “ GP on blood cell parameters in S嘲D rats. 



Table 2. Effects of(AC)5-GP on, leukocyte differential count in S-D rats. 

Groups n Eosinophil (%) Neutrophil ( % ) Lyrnphocyte ( % ) 

Norrnal saline 6 l. 67土0.82 1l.2:\:5 .46 84.0:\:6.66 

NS+DMSO 6 1. 50土1. 87 1 0.2:\:5 .38 84.8土5.91

(AC)S明GP 5mgJ勾 6 2.0士1.67 13.5士5.01 78.2:\:5 .49 

(AC);-GP 10mglkg 7 1. 71:\:1.60 1 1. 1土2.73 83.3:\:3.20 

Expe巾的ntal rats were adrninistrated intraperitoneally consecutive three days with 
(AC)S-GP. The rats were sacrificed at the fourth day and 2nù ofblood were collected 

in Vacutainer@ EDT A tube and rnixed weIl. A drop of blood was smeared on slide 
and stained by Liu's method. Differential count of Ieukocyte in 1000X optical 
microscpoe. Values were mean:\: S.D. * P<0.05 
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Monocyte ( % ) 

3.3土2.19

3.7士1. 03

6.3士1.37*

3.9士2.19



Table 3. Effects of (AC)5-GP on immune system in S-D r前s.

Groups n IgM IgG T cell B cell NK cel1 
mgll m訟 % % % 

N ormal saline 6 592.8位84.4 6307士1662 54.12士6 .33 0.53:1:0.16 0.077土0.029

NS+DMSO 6 634.8土175.8 6380士1794 55.38:t9.89 0 .48士0.10 0.057土0.032

(AC)5司GP 5mg/kg 6 725.3土226.2 5300:t1098 50.04士6.39 1. 13土0.78 0.083土0.036

(AC)5-GP lOmg/kg 7 67 1.9土243.1 6911土775 59.10:t7.10 1.29土1.24 0.103土0.087

Experimental rats were adrninistrated intraperitoneally consecutive three days with 
(AC)5-GP . The rats were sacrificed 前 the fourth day and blood were collected. 

Assay of IgG 、 IgM by RID method. On the other hand, whole blood were stained 
with fluorochrome-conjugated monoc1onal antibodies and then analyzed with 
F ACScan to distinguish T, B or NK cells. Values were rnean 土 S.D.
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Table 4. Effects of (AC)5ωGP on hepatobiliary fìmction in S-D rats. 

Groups n TP (g/dl) Alb (g/dl) D.BiI(mg/dl) T.Bil(mg/dl) ALT(IU/l) AST(IU/l) ALP(IU/l) LDH(lU/I) GGT(IU/l) 

Normal saline 6 8.0土0.61 2.0士0.14 0.13 :1::0.052 0.30 :1::0.13 48.7 :1::2.07 283.5士66.6 176.3士5 1. 3 7162土730 0.167土0 .4 1

NS十DMSO 6 8.2:1::0.32 2.3土0.12 0.15土0.084 .0.38 :1::0.10 54.2:1::12.14 28 1. 8士63.9 170.2土37 .4 6986土689 0.167玄0.40

(AC)S-GP 5mg/kg 6 8.0土0.57* 2.0土0.22* 0.15 :1::0.055 0 .43:1:0.08 5 1. 7土6.38 288土54.0 175.0土74.6 7262士1290 N.D. 

(AC)s-GP 10mg/kg 7 8.6土0.33 2.1土0.20 0.17土0.076 0.43土0.10 6 1. 0土 1 1. 50 316.1 :1:39.4 118.4土27.5* 7287土1076 0.571土1. 51

Experimental rats were administrated intraperitoneally consecutive three days with (AC)s-GP. The rats were sacrificed at the fourth day and 2ml 

of blood were collected in Vacutainer@ heparin tube and mixed well. Heparinized plasma was assayed by an automated chemistry analyzer 
(Synchron CX-7). N.D.: no determined. Values were mean 士 S.D. * P<0.05 



N 
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Tablc 5. EfTccts of (AC)S-GP on renal function in S-D rats 

Groups n TP(g!dl) Alb(g/dl) BUN(mg/dl) Cre(mg!dl) UA(mg!dl) Na(mmol/l) K(mmol/l) Cl(mmol/l) Ca(mg!dl) Phos(mgldl) 

Normal saline 6 8.0:1:0.61 2.0土0.14 22 .2丈 1 .47 0.60:1:0.089 2.3 :1:0.37 144.8:1:2.48 7.00:1:0.59 106.0士 1 .4 1 11.2:1:0.34 8.0土0.99

NS+DMSO 6 8.2士0.32 2.3土0.12 24.8土2.23 0.62土0.075 1.9土0 .3 9 144.3士1. 63 7.28土0.57 106.5士1.05 1 1. 2士0.30. 7.9土0.90

(AC)S-GP 5mglkg 6 8.0土0.57* 2.0士0 .22* 20.3 :1:1.75* 0.58士0.075 2.0土0.45 145.5士2.59 7.68土0.59 109.0士1. 67* 11.0:1:0.48 8.3士1.24

(AC)S-GP 10mglkg 7 8.6土0.33 2.1土0.20 23.1士2 .1 2 0.60土0.0822.2土0.35 149.1土3.02* 8.29土0.64* 110.7土1.98* 1 1. 1土0 .49 8.9土1. 11

Experimental rats were administrated intraperitoneally consecutÏve three days with (AC)s-GP. The rats were sacrificed at the fourth day and 2ml 

ofblood were col1ected in Vacutainer@ heparin tube and mixed well. Heparinized plasma was assayed by an automated chemistry analyzer 
(Synchron CX-7). Values were mean 土 S.D. * P < 0.05 



士的le 6. 五位cts of (AC)S-GP on cardiovascular system in S-D r的.

Groups n TG(mgl吐1) Cho (mgldl) AST (IU九) LDH(IU凡)

N ormal saline 6 144.7土44.0 40.2土3.92 283.5:1:66.6 7162:1:730 

NS+DMSO 6 233.8土65.5 44. 2:.t5 . 60 28 1.8:1:63.9 6986土689

(AC)S-GP 5mglkg 6 216.5:.t20.9 40.7:.t5.47 288.0士54.0 7262:.t1290 

(AC)5-GP 10mglkg 7 164.1:.t54.5 43.0:1:6.38 316.1:.t39.4 7287士1076

Experimental rats were administrated intraperitoneal1y consecutive three days with 
(AC);-GP. The rats were sacrificed at the fourth day and 2ml ofblood were collected 

in Vacutainer@ heparin ωbe and mixed wel1. Heparinized plasma was assayed by an 
automated chemistry analyzer (Synchron CX-7). Values were mean 土 S.D.
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Table 7. E蛙ècts of (AC站-GP on pancreatic function and glucose 

metabolism in 忘D rats. 

Groups 

Normal saline 

NS+DMSO 

n 

6 

6 

(AC)5-GP 5mg/kg 6 

(AC)5-GP 10m到cg 7 

Amy (U凡)

1911土558

1814土471

1537:t176 

1521:t88 

Glu (mg/dl) 

105.8士13.2

106.3土6.2

105.7士14.9

109.9:t6.2 

Experimental rats were administrate社 intraperitoneally consecutive 
three days with (AC)5-GP. The rats were sacrificed at the fourth 

day and 2m1 ofblood were col1ected in Vacutainer@ heparin tube 
and mixed well. Heparinized plasma was assayed by an automate吐
chemistry analyzer (Synchron CX-7). Values were mean 士 S.D.
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第二部份

戊乙睡去在棍子昔造成

C-6神經膠瘤細胞凋謝死亡之機制



縮寫表: (第二部份〉

BSA Bovine serum albumin 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

MTT 3-( 4，5-dime也ylthiazol-2-yl )-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide 

PBS Phosphate buffere吐 sa油站

TMB 3,3' ,5,5' -tetramethyl benzidine 
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中文摘要

戊乙聽去氫棍子等 [penta 卜 acetyl geniposide , 

(AC) 5 岫 GP] 是從山棍子 (Gardenia fructus) 萃取的

一種醇昔 (glycoside) ，再經乙蘊化 (acetylation)

而得到的。以 (AC) 5 “ GP處理大白鼠的 C6神經膠瘤

細胞會使核小體內的 DNA片段化和細胞的死亡 c

C6神經膠瘤細胞以 (AC)5- GP處理後 F 使細胞死

亡、染色體濃縮、核小體內的 DNAF皆梯狀，旦使細

胞過期停在 Go/G 1 期?顯示 (AC)5- GP 導致的細胞

死亡似乎是由 Apoptosis所造成的。另外，本實驗

也顯示為 (AC)5- GP (O.075mM)處理卜 6 小時後，

b c 1 勵 2 蛋白降低了 D 相對地 F 用 (AC)5-

GP(O.075mM)處理卜 5 小時期間， c 四 myc 蛋白的表

現逐漸增加 o (AC)5- GP作用於 C6神經繆瘤細胞 F

使其 C “ myc 和 b c 1- 2 的表現改變具有 dose

depende別的效應。但是若以 phor吋bo叫1卜咽 1口2儡

血 y戶fl吋st忱at忱e-lη3- ac e叫ta叭te 或血清來車斜t 激 C←-f扣os 和 C←悍寸j抖u

的表琨 F 則完全不受 (AC)5- GP 的影響 o 以上結果

顯示 (AC) 5 個 GP處理 C6神經膠瘤細胞所導致

Apoptosis 的部分原筒，可能是經由改變 C “ myc 或

b c 1- 2 基茵的表現所造成的。
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Abstract 

Penta輛acetyl geniposide, (AC)5-GP, was pro也.lced by 

acetylation of a glycoside isolated 企om an extract of Gardenia 

fructus. In tms study, we reported that rat C-6 glioma cells can be 

inl吐bite社 in culturing as well as 血 bearing rats by treating with 

(AC) 5咀GP. The effect of (AC)5 “ GP on inducing internucleosomal 

DNA fra伊lentation and cell death was examined in rat C-6 glioma 

cells.Treatment of C-6 g1ioma cells with the (AC沛-GP caused cell 

death, chromatin condensation, internucleosomal DNA ladder and 

cell cyc1e 訂rest at GO/G1 phase revealed that (AC)于GP-induced cell 

death appears to be mediated by apoptosis. In addition, the results 

also showed that bcl-2 protein was decreased by the treatment of 

(AC)5國GP (0.075 mM) in the experimental period 1-6 h. In contrast, 

the expression of c-myc protein was gradually increased during the 

period (1 -5 的 of (AC)5-GP (0.075 mM)甘eatme成The effects of 

(AC) 5國GP-induced alteration of c-myc and bcl-2 expression 血 C-6

glioma cells was dose-dependent. However, the stimulated 

expression of c-fos 組吐 c-jun by phorbol-12開myristate-13-acetate

and sennn were not a能cted by (AC)5-GP. 在lese resu1ts suggest 

that the apoptosis e在ect of (AC)于GP on C-6 glioma cells may be 

mediated partly through the alteration in the expressions of c-myc 

and bcl-2 genes. 
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一、前言

山棍子或稱雄子 (Gar 吐 enia Fructus) 是茜草科

山槌 (Gardenia jasminoides Ellis) 的果實，為中

藥的一種，用於治療各種發炎性及肝臟疾病 D 但此

藥的藥理基礎尚不清楚 9 而我們在以前的研究( 1 -7 ) 

發現它有抑制腫瘤生成的鼓用 o 戊乙蘊去美豆梳子普

(AC)S_GP的結構式為 l-(ß 幽 D-2?"3?'4' ， 67.

tetraacetyl glucopyranosyloxyl) “ 1 歹 4 a , S 歹 7 a

tetrahydro-7-(acetomethyl)-cyclopentapyran-

4-carboxylic acid methyl ester (Fig.1) ，是由

山棍子萃取物分離得到 iridoid glycoside 後，再

經乙釀化 (a c e t y 1 a t i 0 n )作用而得 (8) 。先前我們曾

報告過 (AC)SGP 能抑制培養中 (8) 及大白鼠身上 (9)

的 C-6神經膠瘤細胞，旦 (AC)S_GP也能抑制大白鼠

經 aflatoxin B1 所導致的基函毒性( 1 0) 。

多種細胞毒殺劑的生化作用方式已被徹底的研

究?但對於如何殺死正常和惡性細胞的詳細機轉則

是所知有限 D 最近的研究顯示凋謝死亡 (Apoptosis)

可能和化學治療藥物如 cisplat 侃， cytarabine , 

camptothecin amsacrine etoposide 和

峙的poside所導致的細胞死亡有關。已有許多證據

顯示抗嘉劑的技率與這些抗痞劑對腫瘤細胞造成的

凋謝死亡反應的內在特性有關( 1 1 值 14 ， 18-20) 。凋

謝死亡 (21) 是細胞死亡的一種生理模式 9 包括細胞
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體積或小 F 細胞核染色質濃縮雪核小體內 DNA 片段

的形成，且膜的完整性清失望並產生 apoptotic

bodies(11 ， 21 ， 22) 。凋謝死亡的詳細機轉尚未完全

明暸雪目前已知細胞死亡是經由特殊基闊的活化( 1 8 , 

23 久的及新蛋白的合成 (19 ， 25) ，導致細胞的解構。

(AC)5_ GP會抑制培養中 (8) 及大白鼠身上 (9) 的

惡性細胞生長，但正確抗腫瘤作用的機轉仍未完全

明暸 o 本研究設計特別針對 (AC)5_ GP是否利用增加

知跑毒殺活性，來對抗腫瘤細胞，使它產生凋謝死

亡 D 另外並檢查 protooncogenes 在本現象所扮演的

可能角色。
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唱“闕，

、 材料和方法申蟬蟬甜甜隘

細胞培養

C-6神經膠腫瘤細胞林是利用 N-nitroso

methylurea來誘發大白鼠產生大腦腫瘤所得到

(26) c 將此細胞株培養在添加 10% fetal calf 

serum (Gibco) 及抗生素 (100units/ml 的

penicillin 和 100ug/ml 的 streptomycin) 的

minimal essential medium (Gibco) ，放在 37 0C

含 5% C02 的潮濕環境中培養。所有實驗都使用塑

膠的組織培養血 o

(AC)S 間 GP 溶液的自己製

(AC) 5ωGP 的化學結構如國一所示， (AC)5- GP 

是根據我們以前的方法 ( 8) ，從 Gardenia fructus 

分離後，再乙蘊化得到的。將 (AC)5- GP溶於

DMSO 昌已成保存液，避光置於- 2 0 OC 備用。使用前

再將 (AC)5- GP和培養液新鮮吾己成所需之濃度，對

照起到以含 O.02%(v/v)DMSO 的 O.05ml培養液進

行。
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細胞毒性的評估

細胞毒性分析是利用 MTT 比色分析法進行

(27) ，將細胞 (5x 1 0""cel1s/well) 接種到 12 well

plate (Nunc , Denmark) ，並加入 0.015-0.45mM

的 (AC)S-GP ，經 37 cC ' 24 小時處理後 F 將所有處

理的培養液倒掉，細胞以 PBS 清洗，然後更換新的

培養液，再加 20ul MTT(5mg/ml)培養 4 小時後，

細胞數目 I d i s h 直接正比於formazon產生的暈 F 可

將 formazon 以 isopropanol 溶解，就可利用光譜比

色計在 563nm 測定 o

形態改變的分析

在 100mm培養且生長的細胞，經 0.3mM

(AC)S-GP處理 7 小時，然後以 PBS 洗游 F 離，故倒去

土清液後 2 再加 PBS 語已成懸浮液 F 以 Cyto-Tek 細

胞離心機 (500rpm ， 5 分鐘)將細胞離心到無菌的玻

片上 F 以 100% 甲醇固定 5 分鐘書然後在空氣中乾

燥 9 再以 Giemsa染色並照相。另外用 propîdium

i 0 d i 益 e (P 1) 染色後 T 在螢光顯微鏡下觀察。
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DNA片段的測定

將細胞養在 100mm培養盟，以不同濃度

(0 .15mM-0. 6mM) 的 (AC) 5 “ GP處理 6 小時後，刮

下細胞經 800xg於 4 0C 離心 10 分鐘 F 收集細胞。

DNA分解的情形則科馬洋菜膠電泳 (15 ， 17) ，但做

稍許修改 D 簡而言之 F 細胞先用合 0.5% SDS 和

100mM 的 EDTA溶液溶解，加 20ug/ml RNase A 

(Sigma) 到細胞溶解波中，經 37 0C 作用 1 小時後，

再加 100ug/ml proteinase K於 50 0C 處理 3 小時 D

再用 phenol' chloroform 和 isoamylalcohol

(25:24:1 ， v/v) 萃取後，加 2 倍體積的 alcohol 及 0.1

倍體積的 3M sodium acetate (pH7.2) 於上清液

中 F 並置於- 20 OC 過夜 o 沉澱物所舍的 DNA片段再

用 14700rpm 離心 30 分鐘 o 從 1 x 1 0 6 鈞、細胞抽得的

DNA' 再用 10ul DNase 刁ree RNase 在 37 0C 作用

1 小時後，溶於 TE buffer ( 10mM Tris-HC1 , 

1mM EDTA;pH8.0) ，就可以 1.5% 洋菜膠分析結

果。

細胞內 DNA片段的 ELISA

核小體內 DNA片段的定量係利用免疫分析法

的套組 (Boehringer mannheim , GmbH , Germany) 
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，將在指數期生長的 C而神經膠瘤細胞 F 與

10umol /l的 Brdu在 37 0C 培養過夜 o 經標熾後雪接

著將如跑在 250xg下離心 10 分鐘，再懸浮於培養

波 o 聲細胞濃度調整到 lxl0 5 cells/ml '然後取

100ul I well 加到 microtiter plate (Nunc , 

Denmark) ，再於每個 well 分別加入 (AC)S-GP 溶

液或培養基 F 最後每個 well 的體積為 200 u 1 0 經 37

。C 培養 6 小時後，以 250xg 離心 1 0 分鐘，再把每個

w e 11 吸掉上清波 100ul '說，可以用 ELISA來偵測。

細胞用含 BSA' EDTA 和 Tween-20 的緩街液在

室溫 30 分鐘加以溶解 D 用 250xg 離心 1 0 分鐘 F 取

100 ul 的上清波直接加至IJ precoated plate '在室

溫反應 90 分鐘，清洗後 F 用微波照射 (275Z ， 650W)

5 分鐘 P 使之變性及固定 o 然後放在- 20 oC 1 0 分鐘

使 plate冷卻，再加入 anti-Brdu peroxidase 

co 叮 ugated solution '在室溫作用 90 分鐘。清洗

後 9 加入基質 TMB' 還於室溫暗處 1 0 分鐘，最後

在 450nm 比色 o DNA片段含量與 O.D. 值成正比 D

DNA incorporation 之測定

在約 2xl0 4 cells/well (Nunc ， 96well) 的單

層細胞 P 加 200ul培養液和 1 0 u 1 含 0.1μC i/ mmol

[ methyl-3H] 闡 thymidine(ICN ， specificity 

6.7Ci/mmol)來偵湖 DNA的合成。經 1 8 小時的培

養後?將含放射性的培養波除去，以終止細胞攝入
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放射性物質;然後用 Bel1co harvester將細胞收集

在 glass filter 土 F 並加入 scintillating fluid 

( aquso 卜 2 )用 Aloka 閃爍計數儀LSC 幽 900 計算放

射活性 o 測定 3H-thymidine併入細胞中的責即是

代表DNA的合成，以往pm/刊 DNA為單位 o DNA 

的測定射是採用 West等人 (28) 的 fluorometric

method 0 

細胞過期的分析

C6神經膠瘤細胞培養後 F 加入不同濃度的戊乙

聽去窺槌子者處理。- 2 4 IJ、時後，以 FACScan(21)

(Becton Dickinson Immunocytometry system 

UK)做細胞週期分析。細胞先以緩街液洗游 2 次，

在 400xg 室溫下離心 5 分鐘，除去土清波後 F 加入

250 !l 1 solution A (trypsin buffer) 與細胞混合

均勻 F 在室溫作用 10 分鐘 o 再加入 solution B 

(trypsin抑制劑及RNase buffer) ，繼續作用 10 分

鐘以停止 solution A 的反應 D 然後以 solution C 

(propidium io 吐 ide stain solution)在暗處球上

染色 10 分鐘 F 就可在 flow cytometry 分析 o

Propidium iodide 可在 488nm被激發，螢光訊號

受到對數放大 F 就可在 600mm 以土偵刻到。結果用

細胞數目對DNA的含量(即螢光的強度)來表示。
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免疫轉潰

依據 Santa Cruz Biotechnology (29) 的方

法鴉作修改來分析 c-myc 0 將培養的細胞分成以

0.075mM 的 (AC)s-GP處理 1 、 2 、 3 、辱、 5 、 6 小

時後，分析其 c-myc 蛋白的表現 o 另外以 0.015-

o .45mM 的 (AC)S-GP處理細胞 6 小時後 9 再分析

bc 卜 2 的表現 D 首先除去培養液雪在室溫中用 PBS

洗游 o 再加 0.1 ml 的冰 RIP A buffer '再加入新

鮮的 leupeptin (1 Oug/ml) 和 lmM sodium 

orthovanadate '然後將細胞刮起來，裝入

eppendorf 內 F 放在冰上將育 30 分鐘 F 並加 5ml 的

PMSF (10 mg/ml) ，以 microfuge 在 4
0

C 離心

7000 RPM' 20 分鐘後 F 將 celllysate( 內含

0.5 戶 g 純化的蛋白質) (3 0)和等體積的電泳按體緩

街液混合均句 F 並煮沸加熱 90 秒 F 在進行 SDS

PAGE 分析後，使用 electroblotting apparatus 

(Bio 帽 Rad) ，將蛋白從膠體轉移到譜酸纖維膜土，

再以合 1%脫脂牛奶和 1%牛血清白蛋白的 PBS 加

到膜土，在室溫作用 30 分鐘，以便將非特異性的結

合位置除去 F 而後加入 1μg/ml 的 c-m 于 c 或 b c 1 佩 2 抗

體 (Santa Cruz Biotechnology) 到 PBS 中孵育 1 Ij、

詩，再用 PBS洗兩次?然後把 horsera 吐 i s h 

peroxidase conjugate anti 佩 mouse IgG 
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(Amersham Life Science) 用 PBS 做 1:2000稀釋

後言一起將育，然後清洗三次， membrane 和

Amersham ECL 試劑孵育 1 分鐘 F 再以 ECL

hyperfilm 在暗室暴露 15 分鐘。

北方墨點吸潰法

A. DNA探針的製備

C 帽jun mRNA 的 DNA探針是從pHJ 19 質體經限

制酵素 P s t1 及 EcoR1切取的約 1 . 1 kb 片段 F 此段

DNA乃是相對於 c -J un蛋白的 DNA binding 

region(31 , 32)o c “ fos mRNA的探針則是由

pfos-1 質體以 P s t1 切取的 DNA片段 (33) 0 GAPDH 

mRNA 的 DNA探針是由 p1B130 質體經 P s t1 切下的

1.25kb 片段，作為此實驗的 internal control 

(34) 。

純化質體DNA的方法是以英國福盟公司出品的

Q1AGEN plasmid DNA抽取系統 o 三種質體DNA

經上述限制毒草素分別切割後，以洋菜膠電泳檢測反

應是否完全 P 再以 DEAE cellulose membrane 回

收DNA片段 (35) 。

探針的製備是利用 Amersham發司出品的

Multiprime DNA labeling system製造。經 32p

標幟的 DNA探針的分離是利用 gel filtration 的原

理 (36) 。
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B.Total RNA的抽取及RNA 電泳

實驗一:先將 C “ 6 glioma cells接種於

100血m的培養旦中?待細胞長滿後進行 serum

starvation 24 小時 F 加入各種濃度的 (AC)5-GP , 

再加入 100ng/ml TP A處理細胞 60 分鐘後 F 抽取 c

Jun 血RNA或以 TPA處理細胞 30 分鐘 F 抽取 c “ fo s 

mRNAo 

實驗二 C-6 glioma cells接種於 100mm 的

培養且中，待細胞長滿後加入血清及各種濃度的

(AC)5 酬 GP' 分別處理 0.5 及 2 小時後，抽取 C -J un 

及← fos mRNA 。

以 1.2% 的洋菜膠進行 RNA 電泳 (10X RNA 

running buffer:0.2M MOPS , 10mM EDTA , 50 

mM so 吐 ium acetate pH7.0 , 1.2% formal 

國 dehyde) 0 將 RNA膠體浸泡 50mM NaOH/10mM 

NaCl 中 30 分鐘，再經 100mM Tris-HCl 中 30 分

鐘 F 以除去 RNA上的 formaldehyde 。剪取與膠體

大小相同的硝化纖維紙及 3MM遠紙空前者以 2X

SSC buffer ( 0.3M NaCl , 0.03M sodium 

citrate) 浸泡 F 後者以 20X SSC buffer 浸泡 F 取

適當淺槽，以玻璃片橫架於槽上，剪一片 3MM~還紙

星於支架土 P 兩端垂下接觸淺榜底部 F 倒入 20X

SSC buffer '令液體蓋過 3MM~處紙下垂部分?使

毛細現象充分進行 o 在室溫下轉J:p 24 小時後 F 以兩

張;處紙夾住轉印摸 F 於 80 0C 真空烘烤 2 小時後 F 保

存於乾燥處。
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C. 雜交反應

將烘烤好的硝化纖維紙以 2X SSC buffer 浸

濕 F 捲入 Hybridization tube 中?加入

prehybridization solution [ 6X SSC , 10X 

Denhart's reagent(50X Denhart's reagent 含

0.1 %FicolL 0.1 % bovine serum albumin 

0.1 0/0 polyvinyl pyrrolidone) , 0.1% SDS , 

50% formamide , 50ug/ml denatured salmon 

sperm DNA] ，經 42 0C 反應← 24 小時，取適量探

針於 95 0C 加熱 5 分鐘，還於冰上 5 分鐘，再加入

prehybridization solution 中 3 繼續於 42 0C 下反

應 16 - 24 小時。將 hybridization solution倒出，

依序加入 2X SSC/O.l% SDS 0.5X SSC/O.l% 

SDS 及 O.lX SSC/0.1% SDS 各於 42
0

C 漂洗 20 分

鐘 F 直到游離的同位素漂洗乾淨為止 o 將雜交成功

的硝化纖維紙以保鮮膜包好，固定於感光夾中，盡

入連當大小的 X光片，再將感光夾還於 -70 0C 冰箱，

壓片時開則由放射性強弱決定。

53 



4醋、 結果
唱團圓圈，

嘲個世甜甜甜隘

(AC)5間GP對C圓的四月色存活率的影響

大部份的抗癌劑的細胞毒性評估，都是先將細

胞暴露在藥物中，再用標竿的 MTT 法分析。 Fig 2. 

顯示用 24 小時對數期生長的 C - 6 神經膠瘤細胞，給

予不同濃度的 (AC) 5 “ GP 後，進行MTT 分析。結果

由 survial curve 顯示 (AC)5- GP對此細胞的毒性

有 dose-dependent effect 。在給予 0.45 mM 

(AC)5-GP 24 小時後?存活的細胞剩 52 0/0 。

(AC)5岫GP導致C闊的田胞形態的改變

以 (AC)5- GP處理細胞後 E 在顯微鏡下發現

其形態有明顯的改變 (Fig 3.) 0 例如處理 7 小時

後，許多細胞和控制組比較 9 可見到細胞膜有明顯

不規則的外形。此種細胞膜完整性的分解 F 使人想

起 HIIIeznb f an e 舟 le b b i n g 1，?乃細胞進行 Apotosis

的特徵 (39 )。處理過的細胞有許多出現呈碎片或

損傷故宮卓有不少細胞有兩倍或多個核的存在雪且
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在外觀土也明顯的大於對照組細胞 o 所以我們更詳

細的研究 (AC)5- GP 導致 Apoptosis 的可能性。

(AC)S闢GP導致C目的回胞的DNA斷裂

以 O.15-0.60mM 的 (AC)5- GP處理 C “ 6 細

胞 G 小時，可見核小體內 DNA片段化 (Fig 4.) 。暴

露在這 O.30mM(AC)5- GP下會出現 180bp 或整倍

數大小的 oligonucleosomal DNA片段的階梯狀

(Fig 4. lane 3 ' 4 ' 5) 0 將 C-6 細胞溶解後 F 取土

清液做片段DNA 約定量，以總 starting DNA 的平

均百分比表示 (Fig 5.) 0 DNA片段與 ELISA在

540nm 比色的吸光度成正比關係 o Fig 5. 顯示 C -6 

細胞在使用 (AC)5- GP處理後 'DNA片段有明顯增

加 D 以土結果顯示 DNA片段和 (AC)5ωGP 在 C 翩 6 細

胞有 dose-dependent effect 0 

抑制DNA的合成

在不同濃度 (AC)j-GP暴露 3 -24 小時 F 對

DNA合成的影響見 Fig 6. 0 在不同濃度下增加暴

露的時悶 'DNA的合成被抑制的程度也增加。
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(AC)s聞GP導致細胞週期的停止

為研究 (AC)5- GP媒介細胞生長的抑制作

為 F 我們測定受 (AC)5- GP處理細胞的細胞迫期的

改變賣並分析了其相對 DNA 含量 c 細胞以 0.15

mM(AC)5- GP處理。、 3 、 9 、 1 5 和 24 小時後，以

flow cytometry 加以分析。可見 (AC)5- GP 導致

GO/G 1 期細胞的明顯增加 (Fig 7.) 0 G O /G 1 期細胞
的數量和 (AC) 5 嘲 GP 的劑量成正比的增加 (Table

(AC)s輔GP對C目rnyc及bcl-2蛋白表現

的影響

為了探究 c-myc 及 b c 1 幽 2 在 (AC)5- GP所導
致的 Apoptosis 所扮演的角色 F 所以湖試了 (AC) 5 帽

GP 對 c-myc 及 b c 1 岫 2 蛋白合成的影響 o 如 Fig 8. 所

示 E 以 o .45mM(AC)5-GP處理卜 5 小時後， 心myc

的表現逐漸增加。相反的， (AC)5 曲 GP處理後卜 6 小

時後， bcl-2 的表現卻逐漸降低， J兌現象也有 dose

dependent 關係 (Fig9.).o
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(AC)s酬GP對stim口lated fos/jun表

現之影響

以 phorbo 卜 12-myristate(TPA) 或血清來

刺激← fo s 及 C - J un 的表現?則完全不受 (AC)5- GP

的影響 (Fig 10 及 Fig 11) 。
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四、討論

(AC)5 個 GP是從 Gardenia fructus 萃取物分離

的 glycoside ，再經 acetylation 而得到的 (8) 。不論

是培養的或在大白鼠身上的 C 喃 6 細跑 F 在給予

(AC)s-GP 後 F 其生長都有明顯受到抑制的效果

阱， 9) 。說我們所知，本研究應該是第一個顯示

(AC)s-GP 在 C -6 神經膠瘤細胞引起的 Apoptosis 之

報告。在以前已知它有抗腫瘤的活性 (8 ， 9) ，雖然

其機轉尚未清楚 9 但本文顯示 c-myc 的表現增加，

而 bc 卜 2 的表現降低與 (AC)5 樹 GP在早期能使細胞適

期的進行受到延遲或停止，亦即與 C - 6 神經膠瘤細

胞的 Apoptosis 有關。細胞在 (AC )5 佩 GP處理 6 小時

後，有明顯的 DNA片段產生。目前已知 Apoptosis

的特獄是使細胞的形態和生化特性改變

( 1 1 , 2 1 , 2 2 , 38 ) ，而由本結果顯示 (AC)5-GP也能

導致 C 咽 6 神經繆瘤細胞產生的 Apoptosis 等現象。

例如菜色體的濃縮、細胞膜表晶的泡泡狀及DNA斷

裂成 180bp 的 oligomer等現象，皆可利用位相差顯

微鏡(主 ig 3.) 或洋菜膠電泳(Fig 4&5) 觀察得到。

(AC)5 個 GP 對 DNA艷裂的作用與抑制 DNA 的合

成有聽 (Fig 6.)' 且使細胞週期停止在 GO/G 1 期

(Fig 7.) 。在本研究中由 (AC)5-GP所導致的

Apoptosis使細胞死亡?也和 C 側 myc 的明顯增加及

b c 1 翩 2 蛋白的降低表現有關 o c-myc 通常參與細胞

週期的進行及細胞的轉形?可被一系列與增殖、分
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化及功能活化有蹋的訊息所快速的活化 (39 , 40 )。

最近有人指出表現不受調節的 c-rnyc 導致細胞進行

Apoptosis' ì!p 會使除去血清的大白鼠胚胎纖維芽

細胞停止生長 (41 )。另外用 c-rnyc 的 anti-rnouse

oligonucleotide證實可阻止 c-rnyc 蛋白的表現言

而使T cell hybridornas 自活化導致的 Apoptosis

被抑制了 (42 ) 0 0 n c 0 g e n e b c 1- 2 的基因產物是一

種粒線體內膜蛋白?它可阻止細胞的程式死亡

(P C D) (43 -的)。而在 P 白血病細胞有大量 b c 1 翩 2 的

表現，會阻止 glucocorticoid 導致的 Apoptosis

( 46) 。最近有人發現轉形的胸腺細胞能穩定的表現

bcl-2 '導致細胞能對多種藥物產生抗藥性，且導

致與 Apoptosis 有臨的核小體內 DNA 的斷裂( 47 )。

以前也有報告指出表現，低濃度bc 卜 2 的細胞，會持

續的減低c-myc 的表現 9 可能是造成生長停頓及

Apoptosis 的原因 (48 )。無論如何?基民轉移試驗

顯示 b c 1- 2 會抑制自 c-rnyc 導致的 Apoptosis

( 49 , 50) 0 c - rn y c 已被拉實在不同情況下，可以加

速 Apoptosis 的速率( 40 , 51) 0 c 刊的'c 可刺激細胞

進行Mitogenesis 和 Apoptos此，並接著活化b c 1 個

2 '致使 C

I血nyc造成增殖的效果 F 且導致選擇性生長的優點 c

基於以上之研究報告?可知在腫瘤細胞接受不同藥

劑所導致的 Apoptosis 是經由相似但不同的途徑造

成的。

在此 F 我們知道 0.015 和 0.6mM 的 (AC)5- GP
會使 C-6神經膠瘤細胞的存活率降低 F 且會使

Apoptosis 特徵的核小體內 DNA碎片的數量增加。
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這種細胞死亡和←myc 時增加及bcl-2 oncogene 的

降低表現有關 o 我們發現. b c 1 帽 2 在神經膠瘤細胞的

表現，相對降低 P 同時伴隨著 c-myc 的表現增加 2 所

以導致.A P 0 P t 0 s i s 0 

本文顯示 (AC)5-GP 導致的 Apoptosis 與 C 棚 myc

的大量表現和 b c 1 備 2 oncogene 的降低表現有頭，

故 (AC)5-GP可能是一種有潛力的抗癌化學治療

藥。
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Fig. 1. The structure ofpenta-acetyl geniposide, (AC)S-GP. 
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Fig. 2. Dose岫response curve of C毛g1ioma cel1s exposed to (AC)5-GP as 

determined by the MTT assay. After overnight attachment of cel1s, the 

culture was expose吐 to indicated concentration of (AC)5-GP for 24 h. the 

medium was removed and isopropanol was added t。這issolve the formazan 

crystaI. The viable cell number is directly proportional to the production of 
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Fig. 3. Morphological feature of C-6 glioma cells 9 h after the addition of 

(AC)S-GP (0.3 mM) showing apoptotic cells (arrow indicated). Cells were 

viewed with diphot microscope, ><400. 

63 



立
ξ
o
ω
.
O

主
E
m

寸
。

立
ε
C

們
.
O

立
門
己
的
尺
。

。
」
…F
C
C
U

- 9.4 
-4 .7 

- 2.0 

- 0.5 
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Fig. 5. Dose-response of (AC)5-GP-induced DNA fragmentation in C毛 glioma

cells. Cells were incubated in the presence of indicated concentration of 

(AC)5-GP for 6 h. DNA fragmentation is directly proportional to 

absorbance at 450 nm. 
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Fig. 6. Inhibitory effect of (AC)S-GP on DNA synthesis in C品 glioma cel1s. C-6 
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Fig. 8. Time course of (AC)5-GP treatment on c-myc protein expression in C-6 

glioma cells. Cultured cells were treated with (AC)5-GP (0.075 rnNI) for 

indicated time. The c-myc protein was analyzed by the immunoblotting. 
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Fig. 9. Eifect of (AC)S-GP on bcl-2 expression in C-6 glioma cells. Cultured 

cells were treated with (AC)S輛GP at indicated concentrations for 6 h. The 

bcl-2 protein was analyzed by the immunoblotting. 
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Fig.lO Effects of (AC)5-GP on c-fos and c-jun expression in TP A stimulated 
C-6 g1ioma cel1s. Cu1tured cells were stimulated by TP A (1 OOng/ml), then 
treated with (AC)5-GP at indicated concentrations. The c-fos and c-jun 
mRNA were analyzed by the Northern blotting. 
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Fig.11 巨龍cts of (AC)5-GP on c-fos and c-jun mRNA 
expression in serum- in吐uced C-6 glioma cells. 
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Table 1 Cell cycle distrìbution of C國6 glioma cells after treatment with 
(AC)5-GP. 

(AC)5-Gpa GO/G1 S G2-M 
(mM) 
O 63.13 b 25 .47 11.40 

0015 64.70 23.11 12.19 

0.075 68.91 20.27 10.82 

。 150 70.24 17.78 11.98 

0.300 74.51 15.18 10.31 

O 450 78.11 11.54 1035 

a Cu1tured cel1s were treated with (AC)5-GP and incubated for 6 h. 
h Data are given as the percentage of the total number of cells. Values are 
the average of trìplicate determinations. 
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