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PART 1 Baicalein 抗氧化及抗癌作用之機制研究

(一) Baicalei臨對 tert圖Butyl Hydroperoxide 
誘發大老鼠肝細胞氧化性損傷之保護作用機

制探討



中文摘要

黃苓甘j(. (baicalein ; BAL)為唇形科檻物"黃萃"(Scutell缸ia baicalein 

GEORGI) 中所合主要的類黃酌成分。本研究在於探討baicalein對於第三了

基過氧化氫(tert-butyl hydroperoxide ; t-BHP)所誘發初代培養肝細胞毒性

之抑制作用，及其對脂質過氧化作用之影響。由實驗發現baicalein可以

捕捉 1 ， 1-Diphenyl個2-picrylhy岔路yl radical(DPPH) ，表示其具有抗氧化的

作用;進一步的實驗顯示t-BHP處理初代垮養肝細胞三十分鐘後垮養基

中LDH和ALT等酵素含量及肝細胞脂質過氧化生成物卸IDA的升高均能

顯著土也草皮 baicalein ( 0.001血卸f，0.005m卸仁和 0.010m卸f )戶丹寧p 制。以

unscheduled DNA synthesis(UDS) 和粒線體去極化 (mitocho街ial

depol缸泣ation)的方法測知baicalein可以減低由t-BHP所誘發的基國毒性以

及粒線嫂的損傷;又利用 8-hydroxy♂九deoxygu組osine(8-0H-dG)濃度，

當作DNA傷害之標記物，結果顯示baicalein也能減少肝細胞核內 8-0H﹒

吐G的產生。綜合以上結果證明， baicalein能經由捕捉自由基的能力來抑

制由t-BHP所誘發的氧化壓力 (oxidative s甘ess)造成之肝細胞損傷和基因

毒性。
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Abstract 

Baicalein(BAL), a main flavonoid constituent of Scutellaria radix, was 

studied for the inhibitory e在ects on the tert-butyl hydroperoxide令-BHP)

induced hepatotoxicity and oxidative damage in primary culture of rat 

hepatocytes. In the preliminary s如dy， baicalein showed an effective 

姐說oxidant property tested by its capacity for quenching 1 ， 1 哺Diphenyl-2-

picrylhydrazyl radical(DPPH). Further investigations showed 出at baicalein at 

the concentrations of O.OOlmM, 0.005mM，組d 0.01 OmM decrease社 the

leakage of lactate dehydrogenase(LDH) and alanine aminotr組sferase(AL T), 

formation of malondial也hyde (MDA) induced by 30 min 崗位ment of t嘲

BHP(1.5mM) in primary cultured rat hepatocytes. Baicalein also attenuated t

BHP induced mitochondrial depolarization as determined by a retention test 

of rhodamine 123 and DNA repair synthesis as evidenced by unsche社uled

DNA synthesis(UDS). In addition, baicalein decreased the 8-hydroxy-2'

deoxyguanosine(8-0H-dG) content that acted as a DNA damage marker. The 

sum of the results suggested that the protective effect of baicalein against 

cytotoxicity 組d genotoxicity of hepatocytes induced by t-BHP is via its 

ability to quench free radicals. 

6 



緒論

最近醫學的進步有自共睹，許多傳染病已經能為防治，但肝炎至今

仍是危害最大的一種傳染病，在台灣慢性肝炎及肝硬化佔台灣十大死國

第六位，而B型肝炎帶房、率佔世界第一位(1)。今日醫學研究指出肝炎是

由病毒、酒精、脂肪過氧化物、食物中毒或肝毒性藥物所引起，然而環

顧目前醫學界，治療肝炎仍缺乏適當藥物的治療，一般除臨床休息和補

充營養的食物控制外，雖有免疫抑制法及抗病嘉藥物(如interferon) ，然

而此等療法均尚在試驗階段，可是天然物生藥中則有不少對肝炎有效的

藥物，所以由天然藥物中篩選一有效治療肝炎以及保肝的藥物，實為當

前刻不容緩之事。黃苓(Scutell缸ia baicalein GEORGI)為唇形料(Labiatae)植

物的乾燥根，民間常用為清熱利濕之中草藥，其功能清熱燥濕，瀉火解

毒，利小使(2) 。根據研究指出黃本具有清熱解毒，消除炎症，擴張膽

管，加速膽汁排泄，從而幫助消化，促進食慾'同時還可以擴張血管，

改善肝內循環(3) ;黃苓甘元對家兔具有促進膽汁排泄及利尿作用 (4) 。

臨床上能治急性黃膽型、急性無黃膽型肝炎及慢性B型肝炎(5) 。黃苓甘

元(baicalein)為黃苓中之主要成分，化學結構上屬類黃飼(如留一所示) , 

根據報告一般類黃酬成分多具有抗炎、抗過敏及抗氧化作用 (6) 。

黃苓甘元(baicalein ; 5后，7-甘ihydroxyflavone) ，近幾年來被認為具有

抗癌的功能， Motoo等人(7)以中藥方劑小柴胡湯(Sho-saiko-to)當中含有

黃苓甘元(baicalein) ，研究其對human hepatoma cell lines(PLCIPRF-/5和

Hep-G2) 、 human liver cell(Chang)和human pancreatic cancer line等癌細胞

的抑制效果，結果發現其中baicalein對human hepatoma cells及其它人類

細胞的生長具抑制作用;而 Huang等人(8)(9)則發現baicalein對vascular

7 



smooth muscle cells有抑制增生的效果，透過抑輩作rotein tyrosine kinase 

activity和PDGF-A mRNA表現來抑制T嘲lymphoid leukemia -cells增生，但

對PMA(phorbol-12-myristate 13幽acetate)所刺激protein kinase C的活性並無

相關性(dose-dependent i吋libition) 作用 So 等人(10) ，在 1997 年說明

flavonoi出其抑制細胞增生的機制可能透過與es甘ogen receptor的結合作

用。

有機過氧化氫tert-butyl hydroperoxi由能在生物體系統中提高

oxidative s甘ess '對肝細胞能造成明顯的脂質過氧化，故能使脂質過氧化

物malondialdehyde(1.illA) 的濃度大為增加，以及GSHlGSSG的比值下

降，並急速提高 lactate dehydrogenase (LDH) , al的ne aminotransferase 

(ALT) 等酵素之釋放羹，開歇一連串有害反應可導致細胞的死亡

(11 )(12)(13) ;亦可在顯微鏡下觀察到細胞胞器形態之改變(14) 。除此，

過去Deliconstantinos 等人(15)研究發現， tert-bu旬rl hydroperoxid能造成

抽血組 e可throcytes提高 peroxy凹的te(ONOO-)及卸1DA的產生，抑制 Ca2+

pump ATPase activi旬，進一步以tert-butyl hydroperoxi由與hemoglobin(Hb) 

和 methemoglobin(metHb)作用則發現會引起 superoxide(O2-) 與 hydrogen

peroxide(H202)的增加;因此利用 te吟butyl hydroperoxid所誘導的脂質過

氧化及酵索滲漏，可作為評估實驗材料是否具有抗氧化作用 (anti

lipoperoxidant properties)和抗肝嘉活性(組ti-hepatotoxic activity)(1 6)的良

好模式。

因為截至目前為止baicalein對肝細胞組織培養方面的抗肝毒性作用

機制尚未見有報告，因此本研究採周初代培養之肝細胞，觀察baicalein

對te仗-butyl hydroperoxide誘發的肝細胞損傷作用的保護作用以及DNA損

傷修補之調節作用，並測定肝細胞培養基中ALT 、 AST等生化值作為肝
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毒性之指標，以和參考物質quercetin的抑制作用做比較，可進一步閻明

baicalein抑制過氧化劑所誘發肝細胞損傷之作用機制。
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研究目的

本研究以黃苓抽取之主要成Çtbaicalein作為實驗材料，將其加入初

代培養之鼠肝細胞中，採用對肝細胞能誘發脂質過氧化之有機過氧化劑

te吟butyl hydroperoxide為誘導劑，誘發鼠肝細胞損傷後，以測定肝細胞

路質過氧化物之分解物malondialdehy也恥的A)的濃度及DNA傷害標記物

8-0H-dG濃度，以及ALT 、 LDH等酵素含量生化值作為肝細胞毒性的分

析指標(14)(15) ，探討baicalein對肝細胞損傷的抑制作用。進一步利用初

代垮養之肝細胞，觀察baicalein對tert-butyl hydroperoxide所誘發肝細胞

的粒線體跟電位改變和DNA損傷修補之調節作用，採用 unscheduled

DNA synthesis(UDS) 的方法觀察DNA損傷之修補作用(17) ，俾探討

baicalein對抗肝細胞損傷之作用機制，以提供臨床上防治肝炎及肝癌之

參考。

仇
U
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(一)化學試辦i及使用儀器

1.化學試劑

研究方法

DPPH(I ， 1 闡述iphenyl團2-picrylhydrazyl) 、 TBA ( thiobarbituric acid ) 、

collagenase 、 t-BHP (tert-butyl hydroperoxide) 、 [methyl-3日]-thymidine 、

SDS 、 EDTA 、 thymidine 、 MTT(3-[4，5-dimethylthiazol-zyl]告，5-

diphenyltetrazolium bromide) 、 al組me 甘ansaIDÏnase (AL T) kit 、 lactate

dehydrogenase (LDH) kit 、品hydroxy哺2'-deoxyguanosi的(8“0証-dG)

standard 、 phosphotungstic acid 、 rho吐組line 123 以上皆購自美國 slgma公

司， Will闊的， midium E 、 PBS 、 fetal bovine serum 、 PSN antibiotic 

mixture 、 glutamine 、 E部SS (Hanks' balanced salt solution)以上皆購自美

圈 GrnCO BRL 公司、 Aquasol-2 閃爍液(New Englan吐 Nuclear) 、

baicalein(W ako )、 protein assay kit (Bio-Rad) 、 percoll 、 isopropanol( 皓

峰)、 HCl 、研butanol(弘伍RCK) 、 methanol (MERCK) 、培養且為丹麥

Nunc公司產品。

2. 儀器

UV and Visible Spectrophotometer (HITACf宜; U2000) 

Fluorescence Spec甘ophotometer (HIT ACf召; F2000) 

Scintillation Counter (ALOKA ; LSC峭的

HPLC (BSA and SHIMADZU) 

倒立式顯微鏡Diaphot 300 (Nicon) 

Centrifuge(KUBOTA; 2010) (SK-70) 
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(二)實驗方法

初代居于齣胞之培養

初代培養之肝細胞條根據Bonney氏等之方法(1 8) ，以肝臟灌 j東方法

取得 (two圖stage liver pe品lsion method) 。由Wist缸品系大白鼠腹腔注射

戊基巴比妥( pentobarbital) (50mg/ml)劑量每100公克體重為0.2ml麻醉

後，打開腹腔，以20G血管導管穿刺肝門脈，自定以加EDTA不合鈣、

鎮離子之HBSS緩衝液100mB產流，同時剪斷下腔靜脈放血，再以令膠原

酵索(collagenase)之HBSS緩衝液灌流 100m1後，取下肝臟，分離肝細

胞，以 2 X 105 celllml之細胞密度垮養於含10%胎牛血清(Calf bovine 

serum) 、 1% PSN 、 1 % glutamine之William's E培養基中(Gibco) ，於37
0

C

5% CO2 中培養。於最初四小時更換培養基，除去未結壁之細胞。

Baicalein以先加入DMSO溶解再以兩次水稀釋至所需濃度，而te玲butyl

hy吐roperoxide貝11 直接以PBS配裂，添加於垮養基中，控制組則單獨加入

DMSO(0.5% V/V) 。

二. MTT法之細胞活性分斬

細胞之活性分析條根據Alley等之方法(19) ，其原理為存活的肝細胞

能將 MTT(3輛阱，5-dimethylthiazol-zyl]丑，5國diphenyltetrazolium bromide) 

(tetrazolium sa1t)經由粒綠體中也hydrogenase作用代謝還原成form也如

crystal '來源j其細胞存活。實驗方法是在12 well的垮養且中童入一定量

肝細胞(5 X 104 cell/ 2 ml medium) ，於37
0

C 50/0 CO2 中培養四小時，然後

加入各種不同濃度之te吠-butyl hydroperoxi吐e( 0.5mM、 1.0mM、1.5mM ) 
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或 baicalein(O.OOlmM， 0.005mM，及 0.010mM) ，培養一小時後，除去

medium' 加入新mediu血與200Jll MTT (5mg/ml) ，垮養貼壁四小時後，

移去mediu班加入isoproprano1 2剖，將formazan溶解， '1]于光波長563nm下

測定00佳，由 control與實驗組比較，觀察te討-bu句rl hydroperoxide 與

b也calein加入後的細胞存活卒，以作為毒性劑量之選擇。

一.自由基捕捉齊!之測定

本實驗使用OPPH(1， I-diphenyl-2-picrylhydr位yl) 自由暴，因其在結構

上可以產生穩定的共振，可在適當的狀態下長時間保存， j乏其在571世n

的波長下有獨特的吸光值(20) ，當OPPH的濃度降低，其咬光值亦隨之降

低。瀾定餘將不同濃度baicalein(O.00 1 mM、 0.005mM及0.010mM)溶於

DMSO 中及以DMSO為控制組均取100μ1加入令2.87ml methanol和 30μi

10mM DPPH的 reaction mixture '於室溫中反應30 m血s '再加入 lml

redistille吐 water與3ml的toluene充分混合，之後以3000rpm離心10 m血s ' 

取上清液置spec甘ophotometer於571nm波長下測其吸光值。

四.肝細胞毒性分析

以肝功能診斷酵素包括 lactate dehydrogenase (LDH)、 alanine

ammo甘ansferase (AL T)作為急性肝細胞毒性分析的指標。 LDH的測定條

將不同濃度baicalein(O.OOlmM， 0.005mM，及0.010mM)預先加入堵養之肝

細胞培養基中分別培養一小時，再加入te吟butyl hydroperoxide (1.5 mM) 

垮養三十分鐘，以及單獨處理te比butyl hydroperoxide者做為控制組，之二

後收集培養基，分別取lml的培養基，以 Sigma Lactate dehydrogenase 
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(LDH) kit 、Al組ine amino甘ansferase(AL T) kit在波長 340nm 下測定

NADH的生成或減少表示LDH及ALT的活性，其測定厚、理分別為:

LDH為

ALT為

Lactate + NAD+ LDH.... NADH + Pyruvate 
~ (340nm) 

L“Alanine + 2-0xoglutarate-AL工，們rruvate + L-Glutamate 

Pyruvate + NADH 主旦旦. Lactate + NAD+ 
(340nm) 

五. MDA生成濃度之分析

肝細胞中臆質通氧化條根據Yagt氏等修飾之螢光測定法(21)籍著

也iobarbituric acid(TBA)來測定malondialdehyde(卸的A)的生成濃度。其科

定原理為:

ty +:oyMhSIXHHO 
OH 

MDA Thiobarbituric acid MDA(TBA) conjugate 

實驗方法是在肝細胞1 X 106 cell 中，加入不同濃度之baicalein(O.001 mM, 

0.005mM，及 O.OlOm訕。培養一小時後，再加入 te吋哺butyl

hydroperoxide(l .5 mM) ，繼續垮養三十分鐘，另以單獨處理tert-butyl

hydroperoxide者作為控制組。除去medium' 以PBS wash及1 ml 50 mM 

phosphate buffer收集細胞，取0.5 ml細胞懸浮液加入3% SDS 、 O.IN

HCl 、 10% phosphotungastic acid 、 0.7% 2-thiobarbituric acid之後，避光下
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加熱 100
0

C 30min' 再加入5ml n幽butanol萃取，最後以 3000rpm離心

10min取上清液測定。根據Bradfor述(2月採用口，3，3國tetramethoxypropane

當作standard於激發光波長λex 515帥，發射光波長λem 553nm下測定螢

光強度。取0.1 ml細胞懸浮液用 protein assay kit(BIO國RAD) ，以BSA當

stan吐缸d' 定量蛋白質含量。

六. DNA損傷修補作用之瀾定(Unscheduled DNA Systhesis) 

本實驗以tert-butyl hydroperoxide誘發DNA損傷修補條根據Felix等敘

述之方法(17)測定之，籍由甘itium labeled thymidiI嗨，在hydroxyurea存在

下，併入DNA的tritium labeled thymidine含量定之。將堵養之肝細胞lX

106 cell 先以 1.5 mM hydroxyurea處理一小時後，分別加入tert-butyl

hydropero沿街(1.5 mM)誘導劑和不同濃度之baicalein(O.00 1 mM, O. 005mM, 

及0.010mM)以及 3日標示的thymid血e (1μCi/ml)繼續培養18小時後，除去

medium' 以PBS wash及收集細胞，宣於25 mm 2 阻n孔徑的PC澆紙上，

以 10 mllysing buffer(2%SDS 、 0.025M EDTA 、 0.5mg/ml thymidine 3H 、

O.1M glycine( pH 10)及0.15mg/ml之proteinase K)沖洗，再以3 ml buffer 

(2% SDS 、 0.025M EDTA 、 0.5mg/ml thymidine 、 O.lM glycine(pH 10) 、

0.5N HCI04) ，將港、紙荳於含lml 0.5N HCI04之試管中，於60
0

C下加熱一

小時後，取懸浮液加入閃爍液，以Aloka LSC哺900 測其放射強度以

dpm/μg DNA表示。 DNA含量之瀾定靜、根據Rvytasek之方法(23) ，取懸浮

液與DABA試劑反應呈色，以Hitachi Fluorescence spec甘ophotometer (F-

2000)於excitation 450nm/emission 505nm測其螢光強度。

-c.粒線費盡是真電位瀾定

15 



baicalein對她線體朕電位變化之影響餘籍著測定對rhodamine 123之

uptake程度而定。當細胞中根線體損傷峙，一般即表示細胞受到了傷

害，而mitochondrial d剝nage初步可由 mitochondrial membrane potential觀

察，其原理為正常的細胞粒線體為產生能量必須有正常 proton

concentration gradient 即為 membrane elec甘ic potential 形成

elec甘ochemical force用來形成ATP係持mitochondria 中 Ca2+的平衡，當細

胞中粒綠體受損傷，會導致ATP depletion及Ca2+ cyc1e失去平衡，使帶正

電的rhodamine 123流入社線體中，降低cytosol 中的rhodamine 123含量

(23) 。其實驗方法根據1mberti記述的方法(24) ，在肝細胞玲養基中 (1 x 

106 cellldish)加入不同濃皮毛baicalein(O.OOlmM， 0.005mM，反0.010mM)

一小時後，加入tert嘲butyl hydroperoxide(O .l 5mM)與rhodamine 123(1戶。

於37
0

C 下分別培養三十分鐘，以單獨處理tert-butyl hydroperoxide(O .15 

mM)培養三十分鐘作為控制組。先除去medium ' J:J. PBS wash及技集細

胞，然後J:).含0.1% Triton X-I00的PBS將細胞lyse '之後6000xg離心。瀾

定上清液中所含rhodamine 123 之濃度，於excitation 490nmlemission 

515nm淇1其螢光強度。

入. DNA萃取、水解及肝卸胞中 8-Hydroxy圓Deoxyguanosine(8-0H-dG)

含量之分析

在肝細胞培養基 (5 X 106 cellldish) 中加入不同濃度之

baicalein(O.OOl mM, O.005mM，及 0.010mM)一小時後，加入 tert-butyl

hydroperoxide(I.5mM)於37
0

C 下分別培養三十分鐘，收集l.5-1 X 107 以

PBS wash{覓，以 2ml Iysis buffer (0.1 % BHT 、 0.5% SDS 、 100m對i
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EDTA 、 10 mM Tr吟， pH 8.0) ，另外加入RNase A 200 J.1g/ml '於37
0

C 下反

應 1小時，接著加入500μg!ml proteinase K '於50
0

C 下作用 12-24小時，直

至澄清。

以與sample 1:1 比例加入phenol萃取，接著在4000rpm離心30 mins取

上清液，接著以與sample 1:1 比例加入chloroform-isoamylalcohol(24: 1)萃

取，接著再以4000rpm離心30分鐘取上清液，再以與sample 1:1 比例加入

phenol咀chloroform-isoamylalcohol(25 :24: 1)萃取，然後再以的OOrpm離心

30 mins取上清液，之後重覆以上步驟，最後加入約sample l/10容積的3M

sodium acetate(pH 7.2)與兩倍容積冰冷的純酒精均勻混合，置於哺80
0

C

ovemight '再以井，OOOrpm 、的 mms離心將DNA沉澱，去除上清液加入

70%酒精，再以4，000rpm 、 40 mins離心將DNA沉澱並去除上清液;將

DNA~容於無菌水(充分溶解) ，進一步以UV spec甘ophotometer在吸光

值的比例定量DNA(25) 。

依所定量之DNA濃度，將DNA調至100μg DNAl50μi 無蓄水，加熱

1000C 、 30 mins '之後加入2μ11M sodium acetate抖 4.8) 、 4閱(1μ1)

nuclease Pl(5 mg!ml)加熱作用3rc 、 1 小時，再加入16μ1 1M Tris-HCl(pH 

7.2) 、 1.3 units alkaline phosphatase(type III from E. coli)之後再加熱37
0

C 反

應一小時(26) 。

最後使用 BSA公司產製之HPLC和column(C-時， 100 X 3.2mm i.d.) , 

併用 UV detector在波長254血n及ECD dector調登其電壓在+0.8V下，以

eluent buffer(12.5 mM ci甘ic acid 、 30 mM sodium hydroxide 、 25 mM 

sodium acetate 、 10 mM acetic acid及5% methanol, pH 5.3)沖提，測定之

(27)(28) 。
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九、分析統計

實驗過程每組皆三次重覆以上，採用 Student' s ←test統計分析，凡

p<O.05以下時表示為有意義的差異。
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結果

一.MTT法之細胞活性分析

如表一 a，b 所示，利用 MTT 法測定細胞活性時，當 tert-butyl

hydroperoxide濃度為 1 .5 mM峙，吸光值與與控制組比較為91% '顯示該

濃度適合作為細胞毒性誘導劑的濃度;至於baicalein在三個實驗濃度為

0.001mM、 O.005mM、及0.010mM時顯示對細胞沒有影響，因此本研究

採用該玉偶濃度作為實驗之非毒性劑量。

二. Baicalein對自由基捕捉能力之瀾定

利用 DPPH test測定結果，顯示baicalein對自由基之捕捉作用，具有

劑量依存性關餘，如表二所示在實驗濃度baicalein 0.001 mM、 0.005mM

及 O.OlOmM下之捕捉能力分別為 5%σ<0.05) 、 28%(P<0.001) 及

54%(P<0.00 l) ，若與司uercetin stand缸d濃度0.010mM比較 (61%, P<0.001) 

具有同樣顯著的捕捉自由基能力。

三. Baicalein對於Te吋-Butyl Hydroperoxide誘發之肝細胞毒性的影響

如圖二所示， baicalein能顯著地抑制由te玲butyl hydroperoxide所誘

導的肝細胞垮養基中所滲漏的LDH值和ALT值升高的現象，當先經以

baicalein 0.01 OmM前處理時分別降低 LDH 28%(P<O.001) ALT 

30%(P<0.001) ，並且呈現劑量依存性關緣。
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四. Baicalein對Tert品u句，1 Hydroperoxide誘發之脂質過氧化的影響

以卸的A生成濃度當作脂質過氧化的指標，如圖三所示，單獨以

1.5mM tert-butyl hydroperoxide處理之控制組，其肝細胞中恥的A濃度急

速升高，但先經以baicalein (O.OOlmM、 0.005mM、及O.OlOmM)前處理一

小時，結呆與單獨處理te玲butyl hydroperoxi由之控制組比較，卸IDA分另11

降低了 13%(P<0.01) 、 27%伊<0.01)和46%(P<0.001) 。

五. Baicalein對Tert國Butyl Hydroperoxide誘發DNA損傷修捕作用之影響

baicalein對tert-butyl hydroperoxide誘發肝細胞DNA損傷修補作用靜、

藉著UDS方法來測定。結果如表三所示，預先處理baicale也可以降低對

tert-bu句rl hydroperoxide誘發DNA損傷之修補作用，在baicalein 濃度

O.OOlmM和0.005mM以及0.010mM下修補作用均具有顯著的降低情形分

別降低為95%(P<0.05) 、 90%(P<0.05)和72%♂<0.001) 。

六. Baicalein對Tert國Butyl Hydroperoxide謗發社緣體去極化的影響

粒線體膜電位之變化緣籍著滯留細胞質中rhodamine 123之螢光度測

定之，亦即代表粒綠體受損傷之程度。測定結果如窗四所示，單獨處理

tert“ butyl hydroperoxide者， cytosol 中 rhodamine 123螢光量顯著下降，但

預先處理baicalein則具有明顯的阻止tert-butyl hydroperoxide所誘導粒線

體去接化的作用(分別為 baicalein 0.001mM, P<0.05 、 0.005mM和

O.OlOmM, P<O.OOI) 。
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七. Baicalein 對 Te討-Butyl Hydroperoxide誘發肝細胞中 8-hydroxy圍2九

deoxyguanosine(8輛OH-dG)含量之分軒

利用細胞中 8帽hydroxy-2' -deoxyguanosine(8-0 H -dG)加成物濃度可當

作tert-butyl hydroperoxide誘發肝細胞DNA傷害之指標。測定結果如圈

五、閻六所示，單獨以te玲butyl hydroperoxide誘導劑處理之控制組其8-

OH-dG濃度與先經baicalein前處理，後加入tert-butyl hydroperoxide處理

之實驗組作比較峙，後者具有顯著地降低品OH社G的作用，並呈現劑量

依存性關條(分別為baicalein O.OOl mM, P<O.的; O.005mM, P<O.OOl 和

O.OlOmM, P<O.OOl) 。
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討論

黃琴甘元(baicalein ; BAL)為我國民間傳統醫學上常用之清熱利濕中

草藥"黃萃"(Scutellaria radix) 中所合主要的類黃翻成分(2) 。類黃飼成分

為一群廣泛存在於植物界中的低分子量Benzo-y-pyrone衍生物，根據報

告一般類黃翻成分多具有抗炎、抗過敏和抗病毒作用 (6) ，能抑制腫瘤細

胞之DNA合成及抑制癌促進作用 (2月(30) ;同時有許多類黃眠成分也具

有抗氧化的作用 (6) 。由於baicalein對肝細胞的抗肝毒性及抗氧化作用尚

未見報告，而且一般在探討肝毒性時多採用四氯化碳(CCI4)作為誘導

劑，可是以CC14作為誘導肝細胞損傷的實驗模式中，造成脂質過氧化仍

有許多爭議(31) ，也可能是與CC14本身為一有機溶劑所造成的溶劑效應

有閱(Solvent effect)(32)(33) ，自此本研究採用另一種引起肝毒性的有機

誘導劑 tert輔butyl hydroperoxide 來誘發肝毒性，根據報告 te吟bu句rl

hydroperoxide可能是一種研究抗肝毒性藥物較理想的實驗模式(34) 。綜

合以上原因，所以本研究探討baicalein對抗te吟butyl hydroperoxide所誘

發肝細胞損傷的作用機制。

首先以DPPH test測定baicalein對自由義的捕捉作用已獲得初步結

果，顯示 baicalein在 0.010mM持其活性與quercetin 同濃度下大致相同

(P<O.OOl) ，表示 baicalein 為一有效的抗氧化劑。國為 te討“butyl

hydroperoxide能籍著產生自由基中間體的細胞毒性以造成細胞脂質過氧

化(35)(36) ，其本身為自由基又可誘發細胞產生更多自由基，導致細胞

內的 oxidative s甘ess提高造成細胞損傷(37) ，國此在本實驗中預先以

baicalein處理肝細胞後，再加入給外butyl hydroperoxide誘導劑三十分

鐘，其肝細胞毒性分析與脂質過氧化生成物malon吐ialdehyde(卸IDA)測定
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結果，顯示baicalein能抑制由 tert旬butyl hydroperoxi出所誘發之alanine

ammo甘ansferase (AL T)和lactate dehydrogenase (LDH)等酵素含量生化值

之升高，並減少肝細胞腰上malondialdehyde(MDA)的生成濃度，證明

baicalein 具有抗氧化及保肝作用。進一步採用 unscheduled DNA 

synthesis(UDS)和粒綠體去極化的方法測得baicalein能顯著的降低由te吟

butyl hydroperoxide所誘發的肝細胞內DNA和社線體損傷，顯示baicalein

除了具備抗氧化作用外，亦可經由捕捉自由基而降低由 te吟butyl

hydroperoxide所誘發的基因毒性。

自細胞DNA中最易受島由基攻擊的合氮鹼基為gu組lne '當DNA被

細胞毒性物質作用產生的氮氧自由基 (-0日)攻擊時，最容易在

deoxyguanosine的第八個C位置上加成形成一種共振穩定性結構的中性基

團成為DNA adduct '亦即 8-hydroxy♂，-deoxy那lanosine(8-0H-dG)(38) ; 

此外te玲butyl hydroperoxide能引起細胞內的 oxidative s甘ess增加，導致

hydroxyl radicals的形成並攻擊DNA' 可運用自由基捕捉劑捕捉tert-butyl

hydroperoxide所形成的tert-butoxyl radical '抑制 oxidative s甘ess 的提高

(40) ，因此本研究利用脂質過氧化及8-hydroxy“2' -deoxy伊anosine(8-0H

dG)當作肝細胞受氧化傷害的生物指標(Biomaker) ，其目的是探討從“細

胞膜上"到“細胞核內"受氧化壓力所造成的肝細胞損傷的情況。由實驗

數據顯示baicalein 由 0.001mM~0.010mM均能顯著地降低了肝細胞核DNA

中品阿拉roxy幽2'-deoxyguanosine(8-0H-dG泊台濃度，由此更進一步證明

baicalein抑制肝細胞毒性與基因毒性，不僅作用在肝細胞膜上阻止了脂

質過氧化作用，更抑制了 tert闡butyl hydroperoxide誘導劑所產生的'OH 自

由基去攻擊細胞核內DNA而導致的氧化傷害。

綜合上述，證明 baicalein對抗肝細胞DNA損傷的作用機制是經由
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b也calein抑制肝細胞糕的脂質過氧化作用，另外也可能是經由baicalein捕

捉 r tert-butyl hydroperoxide誘發肝細胞損傷所產生氫氧自由基之去毒作

用機制所致。
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Table la The cytotoxicity of ιBHP analyzed by MTT assay. 

Treatmene OOb
563nm % of control absorbance 

control 0.86+O.的 100 

• BHP(0.5mM) 0.83+0.02 96 

• BHP(l.OmM) 0.80+0.03 93 

• BHP(1.5mM) 0.78+0.04 91 

t-BHP(2.0mM) 0.72+0.02 84* 

a. Hepatocyte culture was treated with various doses of tert闡butyl

hydroperoxi吐e for 30 min. 

b. *p<0.05, Me組土SO， n=3 

Table lb The cytotoxicity of baicalei阻 analyzed by 骨質TT assay. 

Treatmene 

Baicalein(lμM) 

Baicalein( 5μM) 

Baicalein(l OμM) 

OOb 563nm % of control absorb組ce

0.85+0.03 99 

0.84士0.02 98 

0.83 土 0.03 96 

a. Hepatocyte culture w的 treated with various doses of baicalein for 

2 hours. 

b.Mean士 SO， n=3 
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Table 2 Free radical咀quenching abiHty of baicalei臨

deterl臨ined by DPPH test 

Concentrationa ODbs17nrn 010 of control absorb組ce

Baicalein 

Om卸f l.98+0.03 100 

1 J.U11M l.88+O.的“ 95 

5 Jlm恥f l.43+0.04*** 72 

10μM 0.91+0 .10*** 46 

Quercetin 

10μM 0.78+0.04*** 39 

a Quercetin and various doses of baicalein were mixed with DPPH 

(10mM，30抖M) in methanol. The reaction mixtures were then colored by the 

addition of toluene，組d read at 517 nrn against black without baicalein. The 

企action ofDPPH bleaching was calculated by comparing with the absorbance 

ofDPPH solution containing only DMSO (100Jll) as 0 %. 

b Mean:!:SD, n=3. 

c*p<O.的， ***p<O.OOI , compared with solvent control, t-test. 
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Table 3 Effect of baicalein 0目 t-BHP仕nd臨ced DNA damage i 臨

priEHazyc目Iture rat hepatocytes 

Treatment dpm/JlgDNA %oft也HP control 

t-BHP ( 1.5mM) 653:t12b 100 

t-BHP ( l .5mM ) plus 

Baicalein ( 1 帥1) 621 ::t18* 95 

Baicalein ( 5 戶1) 591 ::t28* 90 

Baicalein (10μM) 474::t26 * * * 72 

αPri血紅y cultured rat hepatocytes were pre甘eated with hydroxyurea 組d

vanousco叩開甘ation of baicalein for an ho盯， and then exposed to t-BHP for 

30 minutes.Unscheduled DNA systhesis was analyzed by incubating the cells 

也 [methyl-3用 thymidine ( 1 u Cilml ) containing medium for 18 hours. Cells 

were harvasted 組d lysed' for radioactivity counting. DNA repair synthesis 

was expressed as dpm/Jlg DNA. 

bMean土SD， n=3 

c *p<O.的， * * *p<O. 001 , compare吐 with the l .5mM t-BHP-甘eated group , t-test 
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PART 1 Baicalein 抗氧化及抗癌作用之機制研究

(二)Baicalein 抗 TPA 促癌作用及機制研究



中文摘要

唇形科植物“黃苓"中所含的主要成分黃苓甘元(baicalein)對於TPA

所誘發的CD-l 品率老鼠皮膚腫瘤、發炎反應、上皮細胞增生、 ODC活

性、 H202及MPO活性的增加由本實驗中發現皆具有抑制的作用。

首先在老鼠背部以0.2 ~mol B[a]P 1200μ1 acetone處理l週及5 nmol 

TP A 1200 ~l acetone 處理 23 過以誘發皮膚腫瘤的實驗中，發現

baicalein(80nmol 、 160nmol 、 200nmol)對皮膚腫瘤的形成具有顯著的抑

制作用，僅在給予低濃度baicalein(80nmol)的實驗組於23過有少量的腫

瘤形成;以0.5nmol TPAl20 ~l acetone塗抹在老鼠耳朵上以測試其發炎反

應，結果發現分別以baicalein 80nmol 、 160nmol 、 200nmol預處理的實驗

組，耳朵平均重量分別下降了38% 、 47% 、 53% ;以TPA 5nmol塗抹於老

鼠皮膚上再取下皮膚作病玉皇切片觀察，結果發現以baicalein預處理者對

TPA所引起的上皮增生具有抑制效果;在TPA所誘發的ODC(ornithine 

decarboxylase)活性實驗中也發現baicale血(80nmol 、 160nmol 、 200nmol)

對ODC活性分別抑制了 88% 、 96% 、 97% ;除此以TPA刺激老鼠皮膚所

引起的H202及卸1PO活性實驗中也發現b也cale血具有抑制作用。

綜上所述證明baicalein對TPA所引起的癌促進作用具有明顯的抑制作

用，所以baicalein可能具有痞症化學抑制劑的作用。
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Abstract 

The effects of topical application of baicalein on 12-0.:.tetradecanoyl

phorbol-13國acetate (TP A)-induced promotion of skin tumors, hyperplasia, 

ornithine decarboxylase (ODC) and inflammation were evaluated in female 

CD-l mice. Topical application ofbaicalein (80, 160, or 200nmol) with TPA 

(5 nmol) twice weekly for 23 weeks to mice previously initiated with 

benzo [a ]pyrene (B [斗的 significantly inhibited the number of TP A-induced 

tumors per mouse. Preapplication of the same amount of baicalein also 

afforde吐 significant protection against TP A-induced hyperplasia in the ear 

skin. Topical application of baicalein inhibited tumor promoter-caused 

induction of epidermal ODC activity by TP A (5 nmol). The topical 

application ofbaicaleine (80, 160, or 200nmol) inhibited TPA-induce往 e吐ema

ofmouse ears by 38%, 47% or 53%, respectively. Pretreatment ofmouse sk血

with various amounts of baicalein caused inhibition of hydrogen peroxide 

(H20 2) and myeloperoxidase (扎在PO) formation by TP A. . These results 

indicate that baicalein possesses potential as a cancer chemopreventive agent. 
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緒論

自民間七十一年五八十六年惡性腫瘤即成為台灣十大死亡原因之第

一位，在民國八十五年與八十六年肝癌的死亡率又佔癌症死亡率的第一

位及第二位，在台灣地區肝炎及肝硬化則佔十大死亡原因之第六位(1) , 

而B型肝炎帶原率佔世界首位。現在醫學進步，但對於肝炎的治療仍缺

乏適當的藥物，所以本研究由夭然生藥中篩選有效治療肝炎及預防保健

的藥物。黃苓(Scutellaria baicalein GEORGI)為唇形料(Labiatae)植物的乾燥

板，民間常用為清熱利濕之中草藥，其性味苦、寒，功能為清熱燥 j蠱、

瀉火解毒，利小便(2) 。根據文獻指出“黃苓"具有清熱解毒、抗菌、抗

炎、降壓和鎮定作用具有良好的保肝效果(3)(4) ;黃苓甘元(baicale血)為

黃苓根部的主要成份，化學結構屬黃酷l類化合物(flavonoid compound) , 

根據過去研究為黃本主成份之一的黃苓甘元 (baicalein， 5,6,7-

廿itydroxyflavone) ，近幾年來被認為具有抗癌的功能， Motoo等人(5)以中

藥方劑小柴胡湯(Sho-saiko-to) 中含有黃苓甘元(baicalein) ，研究其對

human hepatoma celllines(PLCIPRF-/5和Hep剛G2) 、 human liver cell(Chang) 

和human pancreatic cancer line 等痞細胞的抑制效果，結果發現其中

Baicalein對human hepatoma cells及其它人類細胞的生長具有抑制作用;

而Huang等人(6)(7)則發現baicalein能抑制血管平滑肌細胞(CCRF-CEM;

CEM cells)及癌細胞的增生，透過抑制protein tyrosine kinase activity和

PDGF-A mRNA 表現來抑制 T-lymphoid leukemia cells 增生，但對

TP A(phorbol-12-myristate 13-acetate)所刺激protein kinase C的活性並無相

關性(益。se-dependent inhibition) 作用 So 等人 (8) ，在 1996 年說明

白avonoids其抑制細胞增生的機制可能透過與es甘ogen receptor的結合作
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用。

B [a ]P(benzo[ a]pyrene)是一種常見且與環境相關的致癌物，特射是對

皮膚和肺的致瘤力最強，結構上屬於多環芳香煌，可由;埋焦污染環境中

分離到，燃料油不完全燃燒是生成的主崗，因其廣泛分佈於環境中，因

此也經常存在於各類食品中 o B[a]P常被使用於動物模式當作痞起始劑

(initiator) ，通常於老鼠皮膚上給予 B[a]P再併用 TPA當作癌促進劑

(promoter)其11 可誘發皮膚癌的形式。

TPA(12-0司的adecanoylpho出01圓的國acetate)為一很強的癌促進劑，是

由 Croton Triglium的種子提鍊的巴荳油中萃取出的一種phorbol ester 0 

TPA能使嗜中性吞噬細胞(phagocytic neutrophil)產生發炎反應刺激釋放

自由基，包括oxygen radical(. O2-)和hydrogen peroxide(其202) 等 (9)(1 0) , 

TPA能類似signal刺激neu甘ophil導致氧自由基(oxygen radical)釋放來殺死

細菌，但同時也會傷害宿主(host)(11) ，進而促使細胞產生路質過氧化及

染色體異常， oxygen radicals會引起DNA的single s甘組d breaks及modify

DNA base(12) ，這些傷害作用與癌化形成有關; TPA本身不具致瘤力，

但可以促進化學致癌物的致癌作用，能促使已被initiatoin的皮膚產生癌

化，立主使腫瘤數目增加(13-15) ，它在促進皮膚癌方面的作用方式包括:

(A)誘發上皮中鳥胺酸脫幾酵素(omithine decarboxylase ; ODC)上升， (B) 

誘發上皮增殖肥大， (C)在不同細胞中引發活性氧系 (reactive oxygene 

species)形成及(D)引起氧化性DNA base損傷的作用(16) 。

由許多研究顯示，具有抗氧化或抗發炎的物質，往往也具有抑制

TPA的促癌作用(1 7) 0 baicalein是一種抗氧化劑也是一種抗炎劑，從第一

部分實驗中得知baicalein對有機過氧化劑t詞-butyl hydroperoxide所誘導

的肝細胞脂質過氧化、 DNA和粒線體的損傷具有係護作用，故本實驗擬

42 



以動物模式，進一步進行其抗癌的活性分析。本研究擬以B[a]P當作起

始自子(initiator) ，再以TPA當作癌促進劑(promotor)以誘發小白鼠發生皮

膚癌的動物實驗模式，觀察在併用 baicalein下，小白鼠皮膚癌受抑制的

情況，並測定ornithine decarboxylase 、 myeloperoxidase 、水腫測試、

H202生成、皮膚組織變化等為指標探討並分析baicalein抑制癌瘤的作

用。
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研究目的

根據本實驗室上一篇的研究得知黃本萃取物中之主成份baicalein ' 

對於過氧化物所誘發的肝細胞損傷具有保護作用，因此本篇研究進一步

以動物皮膚癌模式，使用 B[a]P 當作起始因子，再以 TPA(l2-。“

Trtradecanoylphorbol-13-acetate)作為痞促進劑誘發小白鼠皮膚癌生成，

觀察baicalein在動物模式(in vivo) 中對癌促進過程之抑制作膺，首先以預

先塗抹baicalein測定老鼠皮膚腫瘤生成的數量和TPA誘發老鼠耳朵水腫

模式觀察其抗發炎反應，再進一步以TPA處理皮膚觀察其在組織形態上

改變的保護作用，並以鳥胺酸脫竣酵素活性測試(ornithine decarboxylase, 

ûDC)為早期皮膚癌化的指標作為參考;同時觀察TPA誘發老鼠上皮中

過氧化氫 (hydrogen peroxide, H2Û2) 以及脊髓過氧化酵素

(myeloperoxidase, MPû)的生成，俾進一步探討Baicalein在生物體中抗癌

活性的作用機制。
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(一)化學試脅j是使用儀器

1.化學試劑

實驗方法

sodium azide 、 benzo[a]pyrene(B[a]P) 、 citric acid 、 dithiothreitol 、

ethylenediamine - tetraacetic acid(EDT A) 、 phenolred 、 L-ornithine-HCl 、

甘is[hydroxymethyl] aminomethane 、 sodium hydroxide 、 peroxidase 、 12-0-

Tetradecanoylphorbol心acetate(TPA) 以上皆購自美函 Sigma Chemical 

Co ' potassium dihydrogenphosphate(KH2P04) 、 baicalein購自日本W政0公

，司 , hexadecyltrimethyl ammonium 、 牛缸nmo組tipy討帥 、 phenol 、

hydrogen peroxide購自孔伍RCK公司、 protein assay kit(Bio去ad) 、 DL

[14C]ornithine(57mCiJmmol)(Amershan) 

2. 儀器

UV and Visible Spectrophotometer (HIT ACf宜; U2000) 

Scintillation Counter (ALOKA ; LSC-900) 

Homogenizer (EYELA MAZELA z) 
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(二)實驗方法

一、動物呆攝象

ICR s甘也nJ雌性小白鼠(約六過大)購自臺大醫學院動物中心，使用前

至少飼養於動物房一遇。在動物房中以Purina Lab Chow為飼料，蒸餾水

不限制飲用，豆豆維持在日夜12小時循環中。藥物處理前至少兩天以電動

除毛刀剃除老鼠背部的毛，以利藥物吸收。

二、老鼠處虜的腫瘤研究

(一)動物分組

六過大的CD嘲1 J.長 female mice以隨機分組分成七鈕，每組10隻'以電

動除毛刀剃伶背部的毛，並在背部塗抹藥物以觀察腫瘤的生長。各組給

藥的情形是Group 1 為溶劑控制組，僅給予200J.ll acetone ; Group 2給予

血itiator : B[a]P(0.2 抖mol 溶於Acetone 中)僅第一週給藥一次，其後由第

二遲至第二十四週如何Group 1 方式給予acetone '每過兩次; Group 3給

予promoter: 在給予acetone後一通，開始給予TPA(5nmob容於acetone 中)

每遇兩次，持續至第二十四週; Group 4 頁'1 第一週以0之間nol B[a]P當

initiatorl可 Group 2方式給藥外，由第二連至第二十四通則同Group 3 方式

也給予 TPA ; Group 5 、 Group 6 和 Group 7 則分別以三種不同劑量

baicalein(80nmol 、 160nmol 和 200nmol) ，在每次給予TPA前5分鐘給予

baicalein '之後如同Group 4~合藥方式給予TPA 0 

給藥情形整理如下表:

分組 第一週(1次) 第二週至第二十四通(2次/wks)之藥物處理

Group 1 acetone acetone(先)+acetone(後)

Group 2 B[a]P acetone(先)+acetone(後)
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Group 3 acetone acetone(先)+TPA(後)

Group 4 B[a]P acetone(先)+TPA(後)

Group 5 B[a]P baicalein 80nmol( 400仙似先)+TPA(後)

Group 6 B[a]P baicalein 160nmol(800μ閱(先)+TPA(如

Group 7 B[a]P baicalein 200nmol (lmM)(先)+TPA(如

給藥濃度為B[a]P 0.2μmol(lmM)、 TPA 5 nmol(25戶1) ，每次塗藥容積

200Jll ;第二週起至二十四通每次塗藥前先處理acetone(solvent control)或

baicalein ' 5分鐘後再處理acetone(solvent con甘01)或TPA 0 

(二)湖量方法

本實驗參照、Huang等(18)的方法來測量，每遇觀察一次老鼠皮膚上腫

瘤生長的情形，以量尺在固定面積內(面積計算公式: A=π/6XDl XD2) 

量取直徑大於lmm的腫瘤才可列入計算並紀錄下來，共紀錄二十四過，

結果以tumors/mouse及percentage/mice with tumors來表示。

五、老鼠耳朵水腫潛試

baicalein的抗發炎作用以TPA 0.5nmol引起的老鼠耳朵水腫，觀察其

抑制作用之實驗方法來測知。

(一)動物分組

同樣以CD-l female mice隨機分為五組，每組六隻，給藥方式如下

表:

分組 藥物處理

Group 1 acetone(先)+acetone(後)

Group 2 acetone(先)+TPA(後)
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Group 3 baicalein 8nmol(0.4mM)(先)+TPA(後)

Group 4 baicalein 16nmol(O.8mM)(先)+TPA(後)

Group 5 baicalein 20nmol(l mM)(先)+TPA(後)

給藥濃度為TPA O.5nmol(25阱。， acetone 、 baicalein及TPA每次塗藥容積

為20f.ll ;每次塗藥前先處理acetone(so 1 ven t contro 1)或baicale帥， 5分鐘後

再給予acetone(solvent con缸。1)或TPA 。

(二)測試方法

本實驗參照、Huang等(19)的方法作修飾後來作測試，在CD仕雌鼠的

右耳以藥物塗抹，塗抹完畢5小時後，將老鼠斷頸犧牲，接著將右耳藥

物處理部份以打游機打出直徑約6mm的切對部份，將此切割部份拿來稱

重、平均計算，結果以mean土 SD來表示，加藥後所增加的重量則可反

應發炎的程度。

閥、以TPA處理小白鼠之皮膚形態改變之瀾試

(一)動物分組

CD-l female mice以隨機方式分為五組，每組6隻，在老鼠背上剃毛

兩天後，給予藥物處理，各組給藥情形如下表:

分組 藥物處理

Group 1 acetone(先)+acetone(後)

Group 2 acetone(先)+TPA(後)

Group 3 baicalein 80nmol(0.4mM)(先)+TPA(後)

Group 4 baicalein 160nmol(O.8mM)(先)+TPA(後)

Group 5 baicalein 200nmol(lmM)(先)+TPA(如
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給黨濃度為TPA 5nmol(25戶1) , acetone 、 baicalein及TPA每次塗藥容積

為200μ1 ;每次塗藥前先處捏acetone(solvent con甘01)或baicalein ' 5分鐘後

再給予acetone(solvent con甘01)或TPA 0 

(二)測試方法

本實驗參照Huang等(1 9)的方法來偵測，將藥物塗抹於老鼠皮膚，一

天兩次，連續四天，在最後一次給藥後18小時，將老鼠斷頸犧牲，取下

約2cmX2cm的背部皮膚，立即浸泡於10% neutral buffered formalin 中固

定，然後作H & E stain '耳& E stain步驟如下:

1.就蠟後，以紫蘇木(hematoxylin)溶液染2-15分鐘。

(日等問可長可短，視蒙蘇木溶液之不同而異)

2. 以水浸洗。

3. 以0.5%鹽酸溶液行分辨染色色度，約 1-5秒。

4. 浸入氯水(水1000 ml 中滴入氯水2滴)至組織呈現藍色，約須數

秒。

5. 於流水中清洗，至少須15分鐘。

6. 染以0.5%伊紅的容液，數秒至2分鐘。

7. 依次通過80% 、 90% 、 95%酒精。

8. 移入100%酒精、二甲笨-100% (1: 1)、二甲笨樹木餾油(4:1) 、二甲

萃的、二甲笨(II)各半分鐘。

9. 以二甲笨使之透明。

10. 封益。

本實驗結果表示的方法共分4部份， (一)發炎細胞(leukoçyte)浸潤

(infiltration)的情形乃是籍著與溶劑控制組(acetone con缸。1)比較上皮中單
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核發炎細胞(mononuclear inflammation cells)的 diffuse infi1tration '結果以

輕微 (slight汁)及重度 (severe，++ )來表示(二)細胞闊的水腫

(intercellular edema) 即上皮細胞間體液的堆積，以存在或不存在來計

數(三)細胞層數則是每一片切片中隨機還取5處來平均計算;

(四)非角質細胞層厚度則是利用類似前述方法來計算，結果以me組土

SD來表示。本實驗使用顯微鏡放大200倍(物鏡×自鏡)來觀察。

五、烏接聽起脫離酵素 (ornithine decarboxylase會 ODC)活桂樹試

皮膚癌早期是以ODC的上升為一種指標，若ODC的濃度升高，則顯

示著可能引起皮膚癌。其測定的原理為:

14 ,.... ornithine decarboxylase 
C-orni也血e 歪扭 decarboxyl J4CO2(g) 

ornithine 
(ODC) 

至於測定的方法則是參考文獻(19-21)修飾而成，其實驗步驟為:

(一)動物分組

將ICR品率小白鼠隨機分成五組，每組6隻，先剃除背部的毛之後再

將藥物塗抹於背部，至於各組的處理情形如下表:

‘' 分組 藥物處理

Group 1 acetone(先)+acetone(後)

Group 2 acetone(先)+TPA(後)

Group 3 baicalein 80nmol(0.4mM)(先)+TPA(後)

Group 4 baicalein 160nmol(O.8mM)(先)+TPA(如

Group 5 baicalein 200nmol(1 mM)(先)+TPA(如

給藥濃度為TPA 5nmol(25阱。， acetone 、 baicalein及TPA每次塗藥容積
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為200μ1 ;每次塗藥前先處理acetone(solvent con甘01)或baicalein ' 5分鐘後

再給予acetone(solvent con缸。1)或TPA 。

(二)ODC活性測試實驗步驟

l.欒物處理老鼠皮膚， 5/1、時後，將老鼠斷頸犧牲，取背部皮膚，直

徑約1.5公分。

2. 上皮以58
0

C水浴30秒，然後快速置於冰上，苦'1取上皮(epidermis) 。

3. 將上皮置於homogenization buffer(25mM Tris 、 5mM dithiothreitol 

(DTT)及O.lmM EDTA, pH 7.2) 。

4. 在冰上進行均質化30秒，以鉤，OOOxg 、 4
0

C 下離心20分鐘。

5. 取上清液分成四等份，每等份50抖，置於eppendorf中，一等份作

protien assay ，三等份作ODC activi句 assay ，存於-70
0

C ， overnight 0 

6. 每一試管內放30μi上清液，加入200μ1 reaction bu缸er行的 25mM、

200mM pyridoxal phosphate 、 l mM EDTA 、 5mM DTT 、 L

ornithine-HC1, pH 7.2) ，先預先作用 37
0

C 、 5分鐘。

8. 再加入0.5μCi L-[14C]D,L-ornithine monohydrochloride '中間以線

懸吊 eppendorfl有含o .2ml 2N NaOH '而後立刻密風試管口(以上步

毒草均於冰上操作，試管裝置請看Figure 6) ，於3rC水浴恆溫槽中進

行酵素反應，時間為1小時。

9. 然後用內裝O.5ml 2M citric acid的注射針筒打入反應液中以中止反

應，以內裝0.2 ml sodium hydroxide的eppendorf吸收釋出之C02'

溫和的搖晃反應overnight 。

10. 打開反應試管，取出裝sodium hydroxide的小杯子，整個放入輻射

計數小瓶(counting vial) 中，加4ml液體閃爍液，以閃爍計數儀計數
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輻射量(dpm) 。

1 1.計數出之dpm轉換成14C02的英耳數，測出之ODC以nmol 14C02 

evolved/h/mg protein表示。

12. 蛋白質濃度測定使用 Bio-Rad公司 protein assay kit來測定。

六、老鼠土處中過氧化氫(hydrogen peroxide, H202)的瀾定

為了利用 in vivo的方法測定TPA處理於老鼠皮膚峙，上皮中H202含

量的變化，本實驗根據Pick及Keisari修飾的方法(22哺23)測定之。

(一)動物分組

將ICR品系小白鼠隨機分為五組，每組六隻，將其背部的毛剃除後

以藥物處理，處理情形如下表所示:

分組 藥物處理

Group 1 acetone(先)+acetone(後)

Group 2 acetone(先)+TPA(如

Group 3 baicalein 80nmol(0.4mM)(先)+TPA(後)

Group 4 baicalein 160nmol(0.8mM)(先)+TPA(如

Group 5 baicalein 200nmol(lmM)(先)+TP糾紛

給藥濃度為TPA 5nmol(25阱。， acetone 、 baicalein及TPA每次塗藥容積

為200μ1 ;每次塗藥前先處理acetone(solvent con甘01)或baicalein ' 5分鐘後

再給予acetone(solvent con甘01)或TPA 。

(二)H202 的測試

老鼠皮膚塗抹藥物20小時後，在老鼠斷頸犧牲前1小時，再重覆塗抹

一次藥物，之後以打洞機打洞取下車徑2c臨的皮膚，刮取上皮(方法向
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ODC activity assay)並用剪刀剪碎置於4削的buffer(10 mM的sodium azide 

j容於50 mM的KH2P04 中)內，在冰上用 poly甘on homogenizer均質化30

秒，再以悶，000 中m離心20分鐘，之後將上清液用兩層紗布過港、後，取

澄清的液體 0.5 ml '加入 0.5 ml 的 phenol red(PR)/horseradish 

peroxidase(HRPO)(5 mg PRlml 如往 10 mg HRPO/ml) ，在室溫下靜置5分

鐘後加入10N NaOH 10μi以終止反應，按著在波長610 nm下測定吸光

佳。

(三)H202 標準曲線的測定

配製不同濃度的話202標準溶液，包括 0， 6.5, 12.5, 25.0, 50.0, 

100.0帥f 的H202(避光保存) ，豈於室溫下5分鐘後，取不同濃度日202

0.5 祉，加入0.5 ml 的phenol red(pR)/horseradish peroxidase(取PO)(5 mg 

PRJm1 and 10 mg HRPO/ml) ，室溫下靜荳5分鐘後加入10N NaOH IOI-Ù以

終止反應，接著在波長610 n血下測定吸光值。

七、老鼠皮膚中脊髓過氧化酵黨 (myeloperoxidase， MPO)的瀾試

(一)動物分組

如向前述之H202測試方法之動物分組方式。

(二)MPO 的測試

當細胞內有大量的H202時，恥fPO的量會增加(24) ，其應用原理為:

rvfPO 
CI- + H202 一一一手".. OCf+H20 

本實驗乃是參考以往文獻(35)修飾而成，其實驗方法如下:

老鼠皮膚塗抹藥物20小時後，再重覆給予一次藥物， 1小時後將老鼠

斷頸犧牲，以剪刀取下。約直徑2cm的皮膚，並用剪刀剪碎蓋於2ml 的

53 



homogenization buffer (0.5% hexadecyl的咽methyl ammonium 、 50血M

potassium phosphate) 1旬，用 poly甘on homogenizer在4
0

C均質化30秒，再以

悶，000 中m 離心 20 min '之後取上清液置於冰上。取 reaction

buffer(25mM的牛aminoantipyrineω2% phenol s吼叫ion)l .3 ml 及 1.7mM

H202 1.5mH昆勻平衡約 3-4分鐘，在建立了這個基礎反應速率之後，取

澄清的液體0.2 ml '加入前述的混合液中迅速混合均勻，接若在510nm

波長下峰測吸光值並紀錄4分鐘。卸fPOi.舌性由所紀錄之曲線的直線部份

計算得到，結果以units/cm2 缸ea of mouse skin來表示。一個unit的恥fPO

表示在詣。C時，每分鐘水解1 !J.mol H202的能力。

入、分析統計

實驗過程每組皆六隻小白鼠以上(n=6) ，以 Student's t-test統計分

析，於p<0.05表示為有意義的差異。
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結果

一、 Baicalein對抗TPA謗發癌促進作用的效果

第一迪在ICR象 female mice皮膚上塗抹initiator B[a]P 0.2阻nol後，第二

週開始在每次塗抹TPA 5nmol(25μM)之前，皆預先以不同濃度baicalein

處理，包括80 nmol(O.4mM)、 160 nmol(O.恆的、 200 nmol(1mM)三種濃

度，連續處理二十三遇，每過塗藥兩次，實驗過程共二十四通。結果發

現約在第十週開始以B[a]P為initiator併用 TPA為promotor的實驗組開始有

皮膚腫瘤產生，隨著過數的增加腫瘤數目也隨之增加;在預處理

baicalein不同濃度之實驗組均有明顯的抑制作用，只在第 23遇低劑量

baicalein 80 nmol(O .4mM) ，可觀察到平均每隻mlce不到一個腫瘤的生

成，其餘包括控制組或單給予B[a]P或TPA者皆無腫瘤的產生(Fig 2-4) 。

二、 Baicalein對於TPA誘發之老鼠耳呆水腫的抑制作用

.以0.5nmol(25陣在)的TPA塗抹於老鼠右耳， 5 .1J、時後以打洞機取下直

徑約6mm的耳朵稱重後發現每一片耳朵的平均重量約 16.62mg ，而在以

baicalein 80 nmol(O .4mM)、 160 nmol(O .8mM)、 200 nmol(lmM)'l} ;511 預先

處理的實驗組則發現耳朵的平均重量分別降低380/0 、 47% 、 53 0/0 '表示

baicalein可以有效的減少TPA所引起的發炎反應。 (Table 1) 

玉、 Baicalein對於TPA謗發的hyperplasia之抑制作用

以單獨塗抹TPA引起皮膚形態的改變作為控制組，並與baicalein作前

處理的實驗組來作比較。結果以上皮細胞層數、上皮層厚度、上皮發炎

細胞(白血球)的滲出及細胞闊的水腫等四部份來表示。在上皮細胞層數

55 



方面，未塗抹TPA及baicalein處理者只有2-3層，塗抹TPA的實驗組增加

為4-7層，而在預先處理baicalein 80 nmol(O.如蚓、 160 nmol(0.8mM)、

200 nmol(lmM)的實驗組則分別使細胞層數減少為2-4層;在上皮厚度方

面，塗抹了 TPA後比未處理TPA及藥物者增厚為2倍，若經預先處理

baicalein之實驗組，此種增犀情形隨著baicalein濃度的增加有減輕的現

象;在發炎細胞的滲出方面，塗抹TPA的控制組有少量的增加，而在預

先處理baicalein的實驗組可觀察到滲出現象減輕;至於在細胞闊的水腫

情形，在投予高濃度baicalein(200 nmol)有抑制作用，而發炎細胞滲出的

情形則在低劑量的baicalein(80 nmol)即已被抑制。 (Table 2 、 Fig 5) 

四、 Baicalein對於TPA譜發老鼠上皮的鳥按龍脫雞酵索活性的DC)之抑

制作用

以5 nmol(25m闊的TPA處理在老鼠皮膚上， 5小時後取下皮膚測鳥按

段脫幾酵索活性為每小時每毫克蛋白質5082.83 土65.83 pmol C02 '預先

處理baicalein 80 nmol(O.4mM)、 160 nmol(O .8mM)、 200 mÎlol(lm間之實

驗組則分別降低了 88% 、 96%及97% 0 (Table 3) 

五、 Baicalein對於TPA議發過氧化氫(hydrogen peroxide，H202)產生時

的抑制作用

老鼠皮膚塗抹藥物20小時後，在老鼠斷頸犧牲前1 ~J、峙，再重覆塗抹

一次藥物，包括預處理不向濃度的 Baicalein及TPA 5nmol(25抖M)誘使

日2甸的產生，結果發現在每平方公分皮膚中產生 19.37 土 3.19 nmol 的

H20 2 '是未給予TPA者的 3.5倍。當以baicalein 80 nmol(O.4mM)、 160
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nmol(0.8mM)、 200 nmol(lmM)前處理之老鼠皮膚，再給予TPA後發現

H202的產量分別被抑制了 73% 、 74%及76% 0 (Table 4) 

大、 Baicalein對於TPA誘發MPO的產生之抑制作用

與H202的實驗方法相同，在間隔20小時中，前後給予2次的TPA

5nmol(25帥1) ，以偵測卸1PO產生的情形，結果發現每平方公分皮膚中產

生448.37土 59.84 units '明顯的觀察到卸1PO的活性上升，在以baicalein 80 

nmol(O.4血M) 、 160 nmol(0.8mM)、 200 nmol(lmM)前處理後再給予TPA

的實驗組中則發現~O的輩分別被抑制了 420/0 、 53%及67% 0 (Table 5) 
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討論

黃苓甘元(baicalein ; BAL)為我國民間傳統醫學上常用之清熱利

濕中草樂"黃萃"(Scutellaria radix) 中所合主要的類黃飼成分(2) 。根據報

告一般類黃翻成分多具有抗炎、抗過敏和抗病毒作用 (4) ，能抑制腫瘤細

胞之DNA合成及抑制癌促進作用 (25)(26) ;同時有許多類資翻成分也具

有抗氧化的作用(4) 0 baicalein在過去研究中話實其對氧化物所造成的氧

化性傷害具有良好的保護作用，可預防及降低細胞過氧化物

malondialdehyde(MDA) 的生成及DNA 的損傷包括 unscheduled DNA 

synthesis前JDS)以及8-hydroxy-2'-deoxyguanosine(8國OH-dG)的生成。在本

實驗的老鼠皮膚癌模式中採用 B[a]P為癌起始齊'1 (initiator) ，併用 TPA為癌

促進劑， TPA本身不其基國毒性(non-genotoxic substance) ，在促進痞腫

瘤生成過程包括兩種機制，第一、 TPA為強烈的癌促進劑，可籍由活化

以及與protein kinase C結合，直接刺激導致epidermal hyperplasia '而不

造成皮膚損傷;第二、併用其它物質引起腐蝕性的效果或連續性刺激，

造成皮膚損傷(12) ，在腫瘤誘發過程其可能經由兩個機制，其一為致癌

基因 (oncogene)的活化作用，另一可能透過發炎細胞(inflammatory cells) 

的各種氧化性酵素活化過程(12) 。

在本實驗中，長期以TPA為promoter促進皮膚腫瘤發生，結果觀察至'1

baicalein 80nmol低劑量下即可以抑制TPA(5nmol)所誘發的痞化形成，而

在老鼠耳朵水腫實驗中， baicalein可以降低TPA所刺激的發炎反應以及

水腫的情況。在組織形態方面，用了PA引起皮膚形態上的改變，可觀察

到其上皮增生、白血球滲出及細胞間水腫發生，這些皆可被baicalein所

抑制;由過去文獻知道TPA會與人類和動物嗜中性吞噬細胞(phagocytic
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neutrophils) 產生作用，以形成 oxygen radical(. O2-) 和 hydrogen

peroxide(H20 2)(11) , baicalein能對吞噬細胞所產生的ROS(reactive oxygen 

species)產生抑制作用，而ROS等自由基在癌促進通程中扮演很重要的角

色(27) ;一些會生成自由基的化合物在老鼠皮膚上具促癌作用，本研究

在baicale也預處理下，可以明顯地降低H202及訕。0的活性，並減少早期

皮膚瘤指標ODC酵素的活性。由此顯示baicalein對於TPA所誘發的促癌

作用具有顯著的抑制作用，因此證明baicalein具有癌症化學抑制劑的作

用。
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Fig 2 Inhibitory e缸ect of topical application of baicalein(BAL) on TPA

induced tumor promotion in mouse skin. F emale CD-l mice (6 weeks old; 

10/group) were initiated with benzo[a]pyrene 0.2 !-Ullo1 (1mM). One week 

later, the mice were promoted with TPA (5 nmol) or TPA together with 

baicalein(80 nmol, 160 nmol or 200 nmol) twice weekly for 23 weeks. Skin 

tumor of diameter> 1 mm were counted and recorded every 2 weeks. All skin 

tumors were papilloma. 
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Fig 3 Inhibitory effect of topica1 app1ication of baica1ein(BAL) on TPA

induced tumor promotion in mouse skin. Fema1e CD輛1 mice (6 weeks 01d; 

10/group) were initiate吐 with benzo[a]pyrene 0之間n01 (lmM). One week 

later, the mice were promote吐 with TPA (5 nmol) or TPA together with 

baicalein(80 nmol, 160 nmol or 200 nmo) twice weekly for 23 weeks. Skin 

tumor of diameter> 1 mm were counted and recorded every 2 weeks. All skin 

tumors were papilloma. 
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Fig 4 Inhibitory effect of baicalein on TPA圈也如ced t扭扭or

promotion with B[a]P initiation in mouse skin. 

A. Acetone 
B. 0.2 j.lmol B(a)P alone 
c. 5 nmol TPA alone 
D. B(a)P + TPA 
E. B( a)P + 80 nmol BAL + 5 nmol TPA 
F. B(a)P + 160 日mol BAL+ 5 日mol TPA 
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Table 1lnhibitory 吃ffect 01 topical application 01 baicalein on TPLιindllced edema 01 mOllSe ears 

Group Treatmenta Weightlpunch/mg inhibition / % 

Acetone 7.50 +3 .14 

2 TPA 16.62 +2.70 

3 Baicalein (8 nmol) +TPA 13.17 十 1.85*** 38 

4 Baicalein (16 nmol) +TPA 12 .37 十 2.21 *** 47 

5 Baicalein (20 nmol) + TP A 11.75 +2.05*料 53 

。 Mouse ears were treated with acetone (20μ1)， TPA (0.5 nmol) in acetone (20μ1) or TPA(0.5 nmol) together with 

baicalein in acetone (20μ1). Five hours later, the animals were killed and ear punches (diameter 6 mm) were weighed. 

The data represent the mean + SD from 6 mice/group. 

牢牢牢 P < 0.001. Statistically different from TP A group, t -test. 

Percent ofinhibition(%)=Group 2- Group 3(or 4..)/Group 2- Group 1 X 1000/0 
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Table 2 Illllibitory 吃Uect 01 topical applicatioll 01 baicaleill 011 the TPL弘illdllCed morplwlogical challges in 

epidermis. 

、
‘
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/Et 且
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en pm puvdu 
O

悶
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配

BE--zzza 

抗
日

, -um 
Intercellular Group Treatmenta No. of epidermal 

layers 

Epidermal thickness 

edemac 

Acetone 2-3 15.63+5.12 。 。
2 TPA 4-7 70.00+16.58 十十 十

3 TP A + Baicalein (80 nmol) 3-6 53.75+17.85艸 ++ 。
4 TP A + Baicalein (160 nmol) 3國5 48 .43+15.14*** 十十 。
5 TP A + Baicalein (200 nmol) 2-4 45.75+8 .47*** + O 

a Mice were treated topically wÎth acetone (200μ 1)， TPA (5 nmol) in acetone (200μ1)， or TPA (5 nmol) together 
with baicalein in acetone (200μ1) twice a day for four days. The animals were killed 18 h after the last dose and skins 
were processed for histological tests. Data are expressed as the mean 士 SD from 6 mice/group. 
**p < 0.01; ***p < 0.001. Statistically different 仕om TPA group, t-test. 
b Leukocyte infiltration that was slight (+) or serve (++) was characterized by diffuse infiltration of mononuclear 
infiltratory cells in the dermis when compared with the acetone controls. 
c Intracellular edema was scored as present( +) or absent(O). 
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A. 

B. 

C 

D. 

主.

F 

Fig 5 Morphological examination of TPA-treated mouse skin. Mice were 

treated topically with acetone(A) or TPA(B 、 C). The epidermis of skin 

treated with TP A become thick, leukocytes infiltratioll and intercellular 

edema were observed. Before applicatioll of TP A, mice bad been pretreated 

topically with baicalein 80 nmol(D) , 160 nmol(E) or 200 nmol(F). It showed 

slight or no inflammatioll. (H & E X 200) 
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Ta ble 3 11l1libitory 建Uect 01 baicalein on TPA-induced epidermal ornithine decarboxylase 

Group Treatmenta Ornithine decarboxylase activity 

/pmol CO2 / mg protein / h 

690.22 士 30.98

5082.83 士的.83

1227 .43 土 65.99***

87 1.70 土 29.54***

807.26 士 30.的***

inhibition / % 

1

且
守
品
句

J
A

『

n
h
J

Acetone 

TPA 

Baicalein (80 nmol) + TP A 

Baicalein (1 60 nmol) + TP A 

Baicalein (200 nmol) + TP A 

o
o
f
O

呵
/

OOAYAUJ 

a Mice were treated topically with acetone (200μ1)， TPA (5 nmol) in acetone (200μ1) or TPA (5 nmol) together 

with baicalein in acetone (200μ1). Mice were ki1led 5 h later and the epidermis was isolated. Ornithine decarboxylase 

activity was determined. Data are expressed as the mean 士 SD from 6 mice/group. 

*** P< 0.00 1. Statistically different from TPA group, t-test 

Percent of inhibition(% )=Group 2- Group 3( or 4.. )/Group 2- Group 1 x 100% 
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Table 4 Illllibitory eJfect of baicaleill 011 tlle formatioll of H202 的 mouse skill treatetl witll TP A 

Group TreatmentαH?O? / nmol / cm2 inhibition / % 

Acetone 5.47+0.99 

2 TPA 19 .37 土 3 .1 9

3 Baicalein (80 nmol) + TP A 9.27+0.87*** 73 

4 Baicalein (1 60 nmol) + TP A 9 .1 5+0.55*** 74 

5 :eaical~in (200 nmol) + TP A 8.75+1.75*** 76 

aCD耐 1 mice were treated with acetone (200μ1)， TPA (5 nmol) in acetone (200μ1) or TPA (5 nmol) together with 

baicalein in acetone (200μ1). The mice were killed 1 h a岳er the second TP A application and their skins were 

removed. 呵。2 activity was determined. Data are expressed as the mean 土 SD from 6 mice/group. 

* * *p < 0.001. Statistical1y different 企om TP A group, t-test 

Percent of inhibition(% )=Group 2- Group 3( or 4:. )/Group 2- Group ‘ 1 x 100% 
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Table 511lllibitory 吃fJect 01 baicaleill 0 1l MPO activily ill mouse skill treated witll TPA 

Group Treatmenta 恥1PO / units / cm2 inhibition / 0/0 

Acetone 17.09 +8.79 

2 TPA 448.37+59.84 

3 Baicalein (80 nmol) + TP A 269.35+83.09艸 42 

4 Baicalein (1 60 nmol) + TP A 219 .41 +7 1.60*** 53 

5 Baicalein (200 nmol) + TP A 160.70+68.08*** 67 

αCD-l mice were treated with acetone (200μ1)， TPA (5 nmol) in acetone (200μ1) or TPA (5 nmol) together with 

baicalein in acetone (200μ 1). The mice were killed 1 h after the second TPA application and their skins were 

removed. MPO activity was determìned. Data are expressed as the mean士 SD from 6 mice/group. 

**P< 0.01; *** P< 0.001. Statistically different from TPA group, t-test 

Percent ofinhibition(%)=Group 2- Group 3(or 4..)/Group 2- Group 1 X 100% 
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PART 11 Esc祖letin 誘發人類白血癌細胞(HL-60)凋亡

及其機制之探討



中文摘要

Esculetin( 6,7 -dihydrocoumarin)是一種香豆精(cou血arin)衍生物?常

見於藥用植物如菊科的茵陳萬、芸香科的橙柚、玄參科的毛地黃、大

我科的續隨、茄科的顛茄、曼陀羅、莫宏等(16) ，過去我們在抗氧化天

然物聞發中發現其具有不錯之抗氧化及抗發炎的作用，而近年來有文

獻報告nonsteroidal antiinflammatory 企ugs對乳癌細胞株具有抑制生長之

作用 (10) ，又香豆精衍生物如1 ，2-benzopyrone 、 7-hydroxycoumarin 對人

類惡性細胞株皆有抑制生長之作用 (22-24) ，然以上作用機制目前仍不

明朗。

最近很多報告指出一些抗痞藥物可藉由引起癌細胞程式性死亡

( apoptosis )乳改變癌細胞之生長週期來達到抑制癌細胞之增長與惡化

(41-43) ，雖然程式性死亡之機制仍不甚清楚，一般認為細胞在接收到

死亡訊息後可能改變內在t訂get(如粒線體)之正常功能，進而活化一些

分解性酵素(如 caspases: CPP32) ，使細胞死亡;又細胞過期的進行需

pRb 、 cyclin 、 cyclin dependent kinase 、 cyclin dependent kibase inhibitor 

等蛋白的調控，由此了解抗瘖藥物對瘤細胞之調節作用將有助於提高

藥物之效率。在本實驗結果中，觀察到的culetin可以抑會怔立“60之細胞

生長，並具有細胞毒性可以導致細胞死亡?在形態上可觀察到apoptosis

的特徵，膠電泳中發現處理100凶t1 esculetin可以在36 、 48小時明顯出現

DNA ladder ，進一步以ELISA定量DNA片段觀察到處理100μM esculetin 

M小時後， DNA片段提高為正常的2.5倍;在細胞週期上的culetin可以

使細胞週期停滯在GoIG1 phase ，再觀察與apoptosis相關蛋白質的表琨冒

發現Bcl-2減少、 CPP32活化等現象。
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Abstracts 

Esculetin is a coumarin derivative containing in many pl組ts such as 

Atemisi，αecαrpillaris Flos(Compositae), leaves of Citr的 limonia (Rutaceae), 

Digit，αlis purpurea L.(Scrophulariaceae), Euphorbia lathyris 

L.(Euphobiaceae), Atropα bellαdonr.叫Solanaceae)， Dαtura stramonium 

L.(Solanceae) 均loscyamus niger L(Solanceae)(16). Previously, we found 

也at esculetin presented antioxidant and antiinflammative bioactivities 

(unpublished 如a). It is repo位ed that nonsteroidal antiinflammatory drugs 

m趾bt the proliferation of breast cancer cells (10). Furthermo時， 1,2 

benzopyron( coumarin) and 7-1均由oxycumarin showed growth-inhibitory 

effects on hum缸1 malignant cell lines in vitro (22♂4). However, the 

mechanisms of antiproliferation of these compounds are remain to be 

defined. 

Recently, many chemotherapeutic agents showed antitumor activity on 

the regulation of cell proliferation inclu吐ing programmed cell death 

(apoptosis) and the negative growth con甘01 of growth arrest( 41-43). 1t is 

supposed that a promising chemotherapeutic agent will have to promote the 

cells entering to go these two pathways. The exploration of ex泊的lC an吐

血甘insic modulation of chemotherapeutic agents may improve the efficacy 

of anticancer 甘eatment. In this experiment, the ability of esculetin to affect 

cell viability, DNA 企agmentation， cell cycle delay，組吐 the level of cell 

apoptosis associated protein like Bcl個2 ， CPP32 has been studies in f江ω60

cell line. Within a concentration of 100μM， a 48hr exposure of esculein 

decrease the cell number and inhibit the metabolic ratio of MTT in f江-60

cell. Esculetin also causes the morphological change in nuclei of HL-60 that 

undergoing apoptosis. DNA lad吐er was also observed in the electrophoresis 
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of the nuclear after 狗， 48 hr exposure under lOOJ1M esculetin. "Moreover, by 

the measurement of EL的人 24hr exposure of esculet品 increase the 

concentration ofDNA fragmentation to 2.5 fold compared to the normal cel1. 

The flow cytometry analysis shows the esculetin can arrest at the GofG 1 

phase. Final旬~ we examine the effect of esculetin to some apoptosis 

associated protein. Eesculetin treatment of HL-60 cells c如 significantly

reduce the content Bcl-2 and enhance the activity of CPP32. 
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緒論

由最近行政院衛生著八十五年的台灣地區聞人十大死亡原因?痞症

仍為十大死亡原因之首，這顯示預防或延緩癌症的發生實為貓不容緩

的事?而癌症的形成是透過許多複雜與多葷的過程，表示出生活環境

中，許多致癌園子的存在，包括空氣污染、水源污染、食品中的添加

物，更嚴重的為地球溫室效應的產生，導致人們更容易受到uv的傷

害，環境中許許多多的致癌因素?導致癌症的發生的發生率高居不

下，由於近年來國人對健康的概念提升，對於生活品質要求及希望吃

得健康，本實驗室致力於閱發天然物中所舍的抗癌成份，希望可以由

攝取食品達到預防癌症的發生實史進一步抑制痞症及導致癌細胞死

亡。目前癌症的治療無論是化學治療或投予抗癌藥物?皆對人體產生

極大的傷害，故目前許多研究趨向以天然藥物達到抑制瘤細胞的增長

與惡化，本篇中以中國藥材中常見成份香豆精衍生物(esculet峙， 6,7-

dihydroxycoumarin) ，來探討其誘發人類血癌細胞(human leukemia cells, 

ID.--60)死亡的機制。

Esculetin( 6,7 -dihydroxycoum缸血)為香豆精 (coumarin， 1,2-

benzopyrone)的衍生物之一， coum訂m廣泛存在許多植物中，過去臨床

上曾被使用做為治療水腫、多種癌症和血管是全塞治療(1-4)及其具有抗

發炎功效(5) :在m VIVO中能活化macrophages ，以及影響interleukin產生

和致癌基閱 (oncogene)的表現(6-8) ，其衍生物包括7-hydroxycoumarin 、

牛hydroxycoumarin 顯示具有抑制 prostaglandin 生成的能力 (9) , 

6月ihydroxycoumarin 會明顯降低 leukotriene B(L TB) 分泌(10) , 7-

hydroxycoumarin並透過抑制mRNA層次down-regulation調節血小板調節
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圈子A和B(platelet-derive過 growth factors A and B)抑制增生(11) ，而根據

過去本實驗室研究以及其它報告顯示， coumann衍生物的自由具有良

好的抗氧化作用 (12“ 14)以及Ch叩g等(1 5 ， 16)說明各種coumann的衍生物

其有抗氧化功效，能夠抑制xant隘的 oxidase活性，進而抑制代謝過程的

superoxide anion的雇主 O

Esculetin其主要常見於菊科的茵陳萬、芸香科的橙柚、玄參科的毛

地黃、大裁科的續隨、茄科的顛茄、茄科的曼陀羅等(16) ，為一種

phenolic 組tioxidant compo剖，在民向被作為鎮痛和抗炎藥物。在過去

研究發現.Iesculetin與3 ，5-ditercbu句1-4-hydroxytoluene(BHT)在m VIVO 中有

相似的抗氧化功效，可以提高glutathio肘，防禦有機體(organism)存在

oxidative s甘ess下，能夠降低氧化性傷害(17) : esculetin對於xanthine

oxidase活性具有良好的抑制作用和捕捉supero沿街組lon的能力 (15) ，在

Rose等(1 8)提到在卸的A品血-231 human breast cancer cell line 中 esculetin

會選擇性的抑制5-和 12咱lipoxygenas蹈，但不會抑制prostagl組吐血生成?

進而抑制細胞生長，在Huang等人(19 ，20)指出的culetin在vascul訂 smooth

muscle cell中具有抗發炎的效能，其可能部分透過調節protein tyrosine 

蚵nase和調節抑制 lipoxygenases : Noguchi等人(21) 亦指出的culetin 為

lipoxygenases 凶立bitor ，在h服n組 breast cancer cell line 中 linoleic ac尚存

在與不存在下細胞成長皆會受抑制。

在 1987年，即有研究顯示coumann在部分痞細胞中表現出細胞毒

性，包括renal(ACHN和Caki“2) 、 erythroleukemic(K562)等細胞株?以細

胞流速分析儀分析顯示coumann能使大部分細胞的細胞過期停滯在

GoIG1 phase ，少量進入S phase :在hum組 malignant cell lines 中加入

coumann和7-hydroxycoumarin ，能明顯抑制DNA合成，表示其可降低
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的可A及蛋白質的合成 (22，23) 。在 1997 年， Egan等人說明 8-nitro-7晒

hydroxycoumarin在K562 、 HL-60中會透過誘發apoptosis導致細胞死亡贊

同時顯示細胞過期的改變及抑制DNA的合成(24) 。

Apoptosis為細胞死亡的一種形式，又稱programmed cell death ，在

發生apoptosis的細胞中，可以觀察到nuc1eus condensation 、 membrane

bound apo抖otic bodies 、 nucle缸 fragment等形態上的特徵阱，26) ，其中

有許多分子參與apop的SlS複雜的調節過程?包括較早期的位於粒線體膜

上 Bcl-2 family 成員的相互調節 (27，28) ，以及中期 interle吋啪-1戶"

conve民ing enzyme(ICE) fé個ily的活化(29-31) ，晚期ICE fé缸nily的受質切

割斷裂包括poly(ADP-ribose) polymerase (pARP)(32) 、 sterol-re gulatory 

element -binding proteins( SREBPs )(29) 、 nuclear lamin(33)和U1 associated 

70也a prote也(34)以及形態上的改變。 Wang等在1996年發現cytochrome

c與apoptosis有關(35) ，且apoptotic protease activating factor-l(Apaf-l)及-

3(Apaf-3)兩種蛋白質參與cytochrome c活化caspase-3 的過程(36) ，史進

一步證明 Apa的即為caspase family成員之一的caspase-9 , caspase-9與

Apaι1 在 cytochrome c 及 dATP存在下，能經由 NH-terminal CED-3 

homologous domains來互相結合，導致caspase-9的活化進一步切斷及活

化caspase-3(37) ，而位於粒線體膜上的 Bal-XL 或 Bcl-2 則可以籍由與

cytochrome c結合，抑制cytochrome c從粒線體內釋放細胞質中，抑制了

apoptosis的進行?但目前為止apoptosis進行過程其調控機制的過程並未

完全明朗。

由上述得知coumann具有抗發炎、抑制癌細胞生長的功效，然其機

制不明?故本實驗選用 esculetin 為實驗材料，利用 HL-60(human

leukemia cancer cell line)細胞模式觀察esculetin對HL-60細胞生長抑制作
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舟，及其分子機制探討。
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研究目的

根據本實驗室過去研究發現coumarin(1 ，2-be即opyrone)衍生物

esculetin( 6,7 -dihydroxycoumarin) ，在過氧化物誘發肝細胞損傷中具有良

好的抗氧化和抗發炎的功能 (unpublishe吐 data) 而 nonsteroidal

antiinflammatory 企ugs對癌細胞株具有誘發癌細胞凋亡之作用，又文獻

中指出 coumarin ftr 生物 1 ，2-benzopyrone 、 7-hydroxycoumarin 對人類惡

性細胞株皆有抑制生長之作用 (22咽24) ;故本實驗利用 HL-60細胞模式，

以測定細胞生長曲線、細胞毒性及形態上觀察，再併用膠電泳、 ELISA

的DNA分析、細胞週期和西方點墨法分析(westem blot) ，探討esculetin

對E孔-60生長抑制作用及其分子作用機制。
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材持與方法

(一)化學試劑及使用儀器

1.化學試劑

甘lS司base 、 ethylenediarnine - tetraacetic acid(EDT A) 、 citrate 、 sodiurn

hydroxide 、 MTT(3-戶，5-dirnethylthi位。l-zyl]丑，5-diphenylte住也oliurn

brornide) 、 proteinase K 、 Ribonuclease A(如他e A) 、 Ribonuclease 、

PMSF(phenylrnethylsulfonyl fluoride) 、 sodiurn orthovanadate 、 SDS 、

sodiurn chorid以上皆購自美國 Sigrna Chemical Co ' Bio幽Radprotein assay 

kit 、 amrnomum pe的r昀sul晶i

e咄血y肉lened出i組恤咀n叫e吋) 、 bis(主制'-Me也ylene-bis母cryl組ide) 、 acrylamide 、

prestained SDS-P AGE standard 以上購自美國 BIO余AD公司、 RPMI

1640 、 PBS 、 fetal bovine serurn 、 PSN antibiotic mixture 、 gluta血也e以上

皆購自美函 GIBCO BRL公司、 hydrogen peroxide(MERCK) 、 X-ray

filrn(Kodak) 、制"均25) rnouse monoclonal 19G 1 antibody(Santa Cruz 

Biotechnology, SC-509) 、 Rb(IF-8) mouse monoclonal antibo句(NEO

M必KERS Fremont CA, 107P609) 、 CPP32(1-219) mouse monoclonal 

antibody(Transduction Laboratories, C帽31720) 、 try54 mouse monoclonal 

antib。你(Transduction Laboratories, P38620) 、 PKCδ (1 14-289) mouse 

monoclonal antibody(Transduction Laboratories, P14820) 、 α

tubulin(DM1A) mous~ monoclonal antibody(CALBIOCHEM, CP06) 、 anti

mouse 站 horseradish peroxidase linked whole antibody(from 

sheep)(Amersham LIFE SCffiNCE) 
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2. 儀器

分光光譜儀: UV and Visible Spectrophotometer (HITAC阻; U2000) 

螢光光譜儀 Spec甘ophotometer (I丑TACHI ; F2000) 

倒立式顯微鏡: Nikon ; Diaphot 300 

均質機: Tokyo Rikakikai ; Eyela Mazela-Z 

蛋白質電泳槽: Mini protein II cell(BIO-RAD) 

蛋白質轉印槽: Hoefer Pharmacia Biotech 

冷凍離心機: Sigma 2K 15 
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(二)實驗方法

一、 如胞培養

將人類白血痞細胞E立-60(Human le球aemia cell line)培養於RP卸任

1640 培養基(含10 % F etal bovine serum及1% PSN 、 1 % glutamine)中，

培養箱維持5% CO2 、 37
0

C 恆溫?細胞密度維持在2 X 1 05 ~ 1 X 106 

cellsl剖，每遇更換二~三次培養基，以離心1000 rpm 、 5分鐘，移去上

清液，加入新鮮培養基。

二、知胞生長曲線~1定

將不同濃度esculetin 包括0 、 10 、鈞、 50 、 100帥f等幾種濃度加入

1x105 celllml l立-60 cell ，在不同的時間計算細胞的總數暈，主要觀察

的時間為0 、 24 、 48 、 72小時，以的rpan blue dye exclusion方法來計算細

胞生長速率。

玉、 MTT法之細胞毒性分析

此細胞毒性分析條根據Alley等之方法(38) ，其原理為存活的細胞能

將 MTT(3-[4，手dimethylthiazol-z-yl]-2 ，5-diphenylte甘azolium bromide) 

(te甘紹olium salt)經由粒線體中 deh)吐rogenase作用代謝還原成Formazan

Crystal '來測其細胞存活。實驗方法是在12 well的培養且中宣入2 X 105 

cell1ml '然後加入各種不同濃度之esculetin (包括 0 、 10 、鈞、 50 、

100帥f) ，並以 umbelliferone(7-H ydroxycoumarin)作為比較，分別培養

24 、 48小時後，離心除去培養基，加入新培養基與200μ1 MTT (5mg/ml) 

作用四小時後，離心移去上清液加入isopropranol 2 .-..., 5剖，將formazan

溶解，於光波長563的下測定00值，由控制組與實驗組比較，觀察
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的culetin及umbelliferone加入後的細胞存活率。

四、細胞型態及接染色觀察

將HL-60 cell(2 x 105 cell/ml)培養於不同濃度esculetin下?分別在0 、

24 、馮小時在倒立式顯微鏡觀察並拍照，觀察細胞apoptosis的產生時

間會是否有apoptotic body 、細胞皺縮、泡狀外膜形成、核濃縮等現象

產生，再調整細胞濃度為2xl05/ml以 cytospin 850 rpm 、 5分鐘打在玻片

上並以絕對酒精圈定，然後分別以 0.1 % haematoxylin 及到μg/ml

propidium iodide(p.1.)染色 1 分鐘，再以大量蒸餾水沖洗?避光球乾再封

上蓋玻片雪於螢光顯微鏡下觀察是否有核濃染現象(39) 。

五、拉練體膜通透性之潰j 定 (mitochondrial membrane potential 

determination) 

當細胞中粒線體損傷峙，一般即表示細胞受到了傷害，而粒線體損

傷初步可由 mitochondrial membrane potential 觀察，本實驗擬以

rhodamine 123滯留作用來評估粒線體膜電位之變化，粒線體可能為

apoptosis過程中與酵素活化有重要關係。實驗方法將1 X 106 cell加入100

帥f esculet妞，在不同的時間收集加藥和未加藥細胞並在收集前預處理1

μM rodamine 123 分鐘之後儲存於-80
0

C '細胞收集完以 3 ml 0.1% 

甘iton嘲 100打破細胞，再以6000 xg離心的 mm ，最後以螢光光度計EX490nm

Æm515nm測定之(44) 。

六、 DNA萃取典agarose電泳

在也60細胞(3 x 106 cell/per dish)培養於esculetin 100訓，圳、

24 、馮小時收集 1 X 107細胞並以PBS wash後，以 1 ml lysis buffer(O.1 0/0 
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BHT 、 0.5% SDS 、 100mM EDTA 、 10 mM Tr芯， pH 8.0) ，另外加入

RNase A 200μg!ml' 於3rc下反應 1小時，接著加入500J..1g/ml proteinase 

K' 於鉤。C下作用 12-24小時，直至澄清。

以與sample 1:1 比例加入phenol萃取，接著在10000rpm雄心 10分鐘

取上清液，接著以與sample 1:1 比例加入chloroform咀isoamylalcohol(24:1) 

萃取，接著再以 10000中m離心 10分鐘取上清液，再以與別nple 1:1 比例

加入phenol-chloroform-isoamylalcohol(25 :24: 1)萃取，然後再以 1000。中m

離心 10分鐘取上清液，之後受覆以上步驟，最後加入約sample 1110容積

的3M sodium acetate(pH 7.2)與兩倍容積冰冷的純酒精均勻混合，豈於"

的。C overnight '再以 14000中血離心 10分鐘將DNA沉澱，去除上清液加

入70%酒精，再以 10000中血、 10分鐘離心將DNA沉澱並去除上清液，

接著靜置1-2個小時使酒精揮發，進一步以RNase-TE buffer (1 00μg!ml 

RNase, 10mM T悶， l mM EDTA, pH 8) 3rc反應2h溶解DNA ，以UV

Spec甘ophotometer在oD260nml280nm定量DNA(40) 。

取等量DNA跑1 .5% agarose gel用 O .5X TBE buffer於100V下進行電

泳，跑完電泳後將gel以ethidium bromide(EtBr)染色 30分?二次水退染

30分，產UV燈下以拍立得照相。

七、細胞DNA片斷ELISA之分析

在HL-60細胞垮揍於不同濃度的esculetin 包括0 、 10 、鈞、 100μM'

於24小時收集細胞，以cellular DNA 企agmentation ELISA kit (Boehringer 

M扭曲eim) 來定量片斷DNA ，觀察不同濃度 esculetin 是否呈現社ose

response 關係 o 實驗方法是細胞培養於含 10間nol/ml BrdU labeling 

reagent的RPMI 1640 中3rc 24小時，再將細胞種microtiter plate並加入

85 



不同濃度esculetin 24小時;另準備一減菌96 well microtiter dish ，每個

well加入 100J.ll coating solution(含 antÍ-DNA antibody) ，蓋上 adhesive

cover foil 40C反應ovemight於使用前倒掉solution ，清洗3次，然後將處

理過esculetin之細胞100 J.ll(2 x 104)加入 ， 3TC反應1 小時，再以微波爐

500-1000w 加熱5分，再加入 co月ugation solution 、 subs甘ate solution搖

晃60分鐘?最後以1M硫酸停止反應，於450nm下測定。

入、細胞過期讀j定;

在HL-60細胞(2 x 105 cell/ml)培養於esculetin 100帥卜於0 、 3 、 6 、

9 、 12 、 24 、 36 、 48小時分別收集 1 x 106 cell' PBS wash後離心，以

80% ethanol將細胞固定，放置-20
0

C 1-2小時，再以PBS wash 、離心，

加入RNase 50μg!ml和 10μ1 propidium iodide(O.5mg!ml)(P.I.)染色?置放

冰上以flow cytometer (F ACS)分析(45) 。

九、喝方點墨法向Testern blo的ing)

在E孔-60細胞(2 x 105 cell/ml)培養於含esculetin 100凶f培養基中，於

0 、 3 、 6 、 9 、 12 、 24 、 36 、 48小時分別收集9 x 106 cell '以PBS wash後

離心，加入RIPA buffer (150 mM NaCl 、 1% NP-40 、 0.5% deoxycholic 

acid 、 0.1 0/0 SDS 、 50mM Tr芯， pH 7.5)先將細胞溶解，立刻加入 lmM

sodium orthovanadate 、 100μg!ml PMSF 、 170μg/ml leupeptin 、 81μg/ml

aprotinin扒在冰上充分vortex 30分鐘，最後再加入100 J.lg/ml PMSF後，

以 4
0

C 10000 xg離心 10分鐘即得total lysate ，所得蛋白質以BIO-RAD

protein assay kit定量。

取約的μg-100時蛋白質與loading buffer(3 ml distilled water 、 lml
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0.5M TrisωHCl， pH 6.8 、 1.6ml glycerol 、1.6 ml 10% SDS 、 O .4mlβ 咱

mercaptoethano 1 、 O.4ml 0.5% bromophenol blue)以 1: 1 比例混合，於95
0

C

加熱3分鐘，將sample放入well以上層膠 100V下層膠150V跑電泳，完

成後再進行transfer ÿÄ ni甘ocellulose membrane轉印，轉印完的NC paper先

以ponceau s溶液(0.5% ponceau s concentrate 、 0.5% acetic acid)浸泡1 分

鐘觀察蛋白質轉印情形，再以含5% 脫脂奶粉TBS bu叮叮(l OmM Tris 、

150mM NaCI 、 O.的% tween-20, pH 8.0) blocking 30分鐘，接著將NC

paper 置入含 O.弘1μg primary antibody 的 TBS buffer , 4 oC 反應

ovemight ，之後以TBS洗3次實再以 Horseradish peroxidase conjugated 

goat anti-mouse antibody反應的分以TBS buffer洗3次，最後加Amersham

ECL reagents kit反應，於暗房以Ko吐ak film曝光1 '"" 1 0 min ，以顯影劑及

定影劑沖片觀察。

十、分析統計

實驗過程每組皆三次重覆以上，以S tudent t -test統計分析，於p<O.的

表示為有意義的差異。

87 



結果

一、細胞生長曲線親i定

將不同濃度的culetin( 包括0 、的、 20 、 50 、 100μM)等幾種濃度加入

1 x 105 cel1Jml 1-江-60 cell ，在不同的時問計算細胞的總數量，主要觀察

的時間為0 、 24 、 48 、 72小時，結果發現在加藥24小時以內其細胞生長

並無明顯差異?在馮小時以上可以看明顯觀察到50μM以上濃度?細胞

生長受到抑制，並有細胞死亡的現象(P<0.01) (Fig. 2) 。

二、 MTT法之細胞毒性分析

在實驗結果中觀察到暴露不同濃度的 esculetin 包括0 、 10 、鈞、

鈞、 100μM 24小時後，在50μM 、 100抖M esculetin濃度下可以看到輕微

的細胞毒性存活率約80% 、 75%(P<0.01) ，馮小時後觀察處理50凶在、

100~ esculetin 的實驗組細胞存活降低至74% 、的%(P<0.01) ，以

umbelliferone(7 -Hydroxycoumarin)作為比較，發現在相同的劑量下相同

時間其不具細胞毒性 (Fig.3) 。

三、細胞型態及核染色觀察

E孔-60 cell培養於不同濃度的culetin下，在馮小時在倒立式顯微鏡可

以觀察到 100μM esculetin處理的細胞有apoptosis的產生?由細胞型態上

可以明顯觀察到 apoptotic body 、細胞皺縮、:包狀外膜形成等現象產

生，進一步在螢光顯微鏡下觀察是否有核濃染現象?結果發現在24小

時即有DNA濃染的現象 (Fig.4-5) 。
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四、 DNA片段的形成

HL-60 cell培養於100州在 esculetin下?在不同的時間收集細胞?觀察

到細胞片段的產生，結果在36 、馮小時可以看到明顯DNA ladder的產

生，表示細胞內DNA產生片斷化現象(Fig.6) 。

五、細胞DNA片斷ELISA之分析

以E丑-60加入不同濃度的esculetin紗， 10，初，狗， 100)培養24小時?觀

察定量DNA產生當時裂的情形?結果觀察到隨著劑量的提高， DNA斷裂

的情形增加，在50μM及100μM esculetin處理下， DNA片斷分別增加

1.6倍及2.5倍(P<0.05)(Fig 7) 。

六、細胞過期分析

以Flow cytometer(F ACS)分析 9 培養於100μM esculetin下的細胞?

其細胞週期的變化，在實驗結果中可以明顯觀察到細胞迫期在24小時

有停滯在GoIG1 phase的現象 ， GiM phase減少，至36 、 48 小時除了

GoIG1 phase停滯的現象和GiMphase減少，史觀察到hypodiploid DNA的

產生即細胞內DNA產生片斷化的現象為apoptotic peak 0 (Fig 8-10) 

七、粒線體膜電位通透性影響

由近來研究得知粒線體在apoptosis過程，可能調節酵素活化、

cytochrome c 、 bcl-2 蛋白的重要角色，以及與 apoptosis寸nducing

factor( AIF) 釋於有關，而粒線體損傷初步可由粒線體膜電位

(rnitochondrial rnembrane potential)觀察，本實驗擬以rhodarnine 123滯留

作用來評估粒線體膜電位之變化。細胞培養於100μM esculetin下，在不

同的時間收集加藥與不加藥細胞?結果顯示細胞質中的rhodarnine 123 
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中的含量並未隨時闊的增加而降低，表示粒線體膜電位在apoptosis活化

過程並未產生去極化的現象?故粒線體在調控apoptosis過程可能是透過

其它路徑(Fig. 12) 

入、細胞內蛋白質表現，

將E孔-60處理 100μM esculetin 會以 time-course觀察細胞內的蛋白質

表現:

旦旦旦

由細胞週期測定顯示esculetin會導致E立-60細胞過期的改變?而RB

蛋白對於細胞生長、分化及細胞死亡等調控有密切的關靜、()，故觀察

RB的磷酸化狀態，結果顯示HL-6。在暴露 100凶在 esculetin 24小時後，

hyper-RB的量開始下降，而hypo幢RB 的表現量則開始增加，在物，卜特

RB去磷酸化的情況使更加顯著(Fig 11) 。

Bd丘之

過去已知Bcl-2 為 Bcl-2 family的成員之一，其表現與早期細胞

apoptosis有密切的關係?其表現量影響apoptosis之進行，在實驗結果中

觀察Bcl-2在24小時內的表現量?發現Bcl-2在3~6小時即有表現下降的

現象，之後保持一定的表現量(Fig 13) 。

CPP32 

CPP32的主刀割活化能起始apoptosis的進行?在實驗中CPP32在24小時

有明顯活化?至36小時可以觀察至此PP32完全被分解活化(Fig 14) 。

Tvrosine ohosohorvlation 

過去研究指出 esculetin在抗發炎反應過程，其可能透過抑制protein

tyrosine kinase活性(19個20)又可rosine phosphorylation與細胞的增殖及分

化有密切關係(46) ，故本實驗進一步探討esculetin在HL岫60細胞中，其
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抑制細胞生長與誘發細胞凋亡是否有闕，結果在電泳閩中可以觀察到

分別約在80 kDa " 60~50 kDa .. 40 kDa等tyrosine磷酸蛋白，在細胞暴露

於 1OO~ esculetin下其磷酸化隨著暴露的culetin時間的增加， tyrosine 

phosphoryation均有受到抑制(Fig 15) 。

E瓦c...õ

由過去文獻說明protein kinase C(PKC) f:翻ily的活化對於控制細胞生

長、分化及細胞死亡等訊息的調節扮演重要的角色，其中PKC (5近來發

現與interleukin斗 ß converting enzyme(ICE)的活化相關?並且活化方式

相似(47) ;另外在III VIVO研究中發現PKC (5為PKC family 中能夠受到

tyrosine phosphη咄on的 isoform '故本實驗進一步觀察在esculetin誘發

apoptosis過程中， PKC (5的表現是否有所改變。 PKC (5在活化過程必須

改變結構或受到蛋白酵素分解使活化區暴露?實驗結果中觀察到細胞

在處理100μM esculetin下， PKC (5在24小時闊始明顯活化，隨著暴露時

間增加PKC (5持續活化在48小時刻活化程度最高(Fig 16) 。
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討論

Coumarin及其衍生物具有抗氧化、抗發炎?以及抑制癌細胞生長的

功能，目前顯示其透露可能透過訊息路徑包括在1. human malignant cell 

lines 中加入coumarm和 7-hydroxycoumarin ，能抑制 DNA合成?降低

RNA及蛋白質的表現(2月: 2. Egan等(24)以 8-ni缸。-7闡hydroxycou扭扭n處

理K562 、 E江闡60 中會改變細胞道期及抑制DNA的合成，並透過誘發

apoptosis 導致細胞死亡; 3. Huang 等 (19，20)指出 esculetin 在 vascular

smooth muscle cell中可能部分透過抑制protein tyrosine kinase和調節抑制

lipoxygenases ，達到抗發炎及抗增生的效果。

而本實驗以HL-60細胞模式研究其細胞生長及死亡的路徑，在處理

的culetin不同濃度下及不同的時問觀察，可以看到在馮小時50戶f即能

使細胞生長速率降低?並使細胞產生死亡(apoptosis)並在細胞毒性分析

觀察到的culetin 對 E孔60 細胞具有細胞毒性與 umbelliferone(7-

Hydroxycoumarin)相較， esculetin具有較強抑制細胞生長能力及細胞毒

性;在形態學上在處理100戶1 esculetin 24小時即可觀察到核濃染，在

48小時可以明顯觀察到apoptotic body 、細胞皺縮、 j包狀外膜形成等現

象產生;進一步在膠電泳觀察 apoptosis 所產生的典型的 DNA

fragmentation ，結果在100μM esculet凹的劑量下，在36 、馮小時則明顯

觀察到apoptotic lad往前再ELISA定量DNA產生斷裂的情形，結果在2蚓、

時50μM及 100μM esculetin處理下， DNA片斷分別增加1.6倍及2.5倍

(P<0.05) 0 由過去的研究發現coumarm的藥物會使某些細胞株停滯在

GofG t phase減少細胞進入S phase抑制DNA合成(22-24) ，且在許多調控

apoptosis的訊息傳遞亦影響到細胞週期(45) ，而結果在實驗中可以觀察
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到細胞暴露於100戶f esculetin下， 24小時開始細胞有停滯在GoIG1 中情

形，且隨著時間增加停滯在GoIG1 中情形也變得嚴重，在至36 、馮小時

除了GoIG1 phase除了停滯的現象，史觀察到apoptotic peak產生表示細胞

DNA產生斷裂的情況嚴重。

根據通去文獻指出粒線體在apoptosis活化過程扮演很重要的調節角

色，包括許多酵素蛋白的調節活化、 apoptosis國inducing factor( AIF)和

cytochrome c的釋放(48) ，在本實驗中觀察粒線體膜電位的改變，結果

在esculetin誘發apoptosis的過程粒線體膜電位並未隨著時間產生去接化

的現象，故其可能未影響粒線體膜電位而是透過其它路徑。觀察細胞

內與apoptosis有關的蛋白質表現，首先由實驗結果可以看到以處理

100μM esculetin的time-co叮se蛋白質RB在24小時開始hyper-RB有去磷酸

化的現象形成hypo-RB ，與細胞週期中24小時開始產生GoIG1 arrest的時

開相符; Bcl-2 fi組泣ly其主要位於粒線體外膜，以dimer形式來調節細胞

死亡或細胞存活的過程，在實驗中發現Bcl♂表現在圳、時開始下降，之

後保持一定的表現受?而Bcl-2表現降低亦表示粒線體中許多 apoptosis

的活化國子可能不受到抑制包括AIF 、 cytochrome c等，進而在24小時

闊始活化水解cpp拾起始apoptosis的路徑。

由過去文獻說明的culetin在抗發炎反應過程，具有抑制癌細胞株生

長的作用，其可能透過抑制protein 可ros血e kinase活性(19咽20) ，故本實

驗進一步探討esculetin在HL-60細胞中，對其抑制細胞生長與誘發細胞

凋亡是否與抑制tyrosine phosphorylation有闕，實驗結果可以觀察到未

暴露esculetin 的細胞分別約在 80 kDa 、 60-50 kDa 、 40 kDa 等蛋白

tyrosine有磷酸化的現象，細胞暴露在100μM esculetin下其磷吾友化隨著

暴露的culetin時間的增加， tyrosine phosphryation均有受到抑制。
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由過去研究已知protein kinase C(PKC) family的活化對於控制細胞生

存(mitosis)和細胞死亡(apoptosis)之平衡訊息的調節扮演重要的角色

(49) ，但對於如何調節細胞死亡的過程仍了解很少。 PKC family哺乳類

生物中發現至少有十個成員包括包、帥、 ßII 、 Y 、 8 、 ε 、己、 η 、 6和λ'

來自 9個 code(50) ，而這些酵素又被分為group A( cPKC)仰、 ßI 、 ßII和

y) 、 group B(nPKC)(ò 、 g 、司和8)和group C(aPKC)(己和λ) ，其中PKC ò近

來發現與interleukin-1ß converting enzyme(ICE)的活化相關，並且活化

方式相似(46) ;另外在1ll VIVO研究中發現PKC ò為PKC fan立ly 中能夠受

到句rosine phosphryation產生活化的 isoform(51)(52) ，故本實驗探討在

esculet血誘發apoptosis過程，是否與PKC ò的活化有闕，在實驗結果中

觀察到細胞在處理100抖M esculetin下， PKC ò在24小時閱始明顯活化，

隨著暴露時間增加PKC ò持續活化在48小時則活化程度最高，其生長抑

制及細胞死亡亦可能與PKCò活化有關。

在本實驗中證實esculet血能使HL-60細胞抑制生長並產生apoptosis ' 

並透過改變細胞週期，使hyper-RB去磷酸化轉為hypo-RB表現量增加，

實驗中進一步探討esculet泊在促進細胞產生apoptosis過程，是透過那一

條訊息路徑導致細胞死亡，發現esculetin在誘發HL-60細胞死亡過程，

細胞內部分蛋白 tyrosine磷酸化有降低的情況，可能與protein tyrosine 

kinase受到抑制有關，其過程影響PKC ò活化並參與細胞死亡訊息傳

遞。
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A. 

B. 

Fig. 4 The morphology of HL毛o with or without 100μM 

esculetin treatment. Cells were 甘eated with 0.2% DMSO(A) or 

100 J.lM esculetin(B) for 48 ho日的. Cells treated wi出 esculetin 

showing membrane blebbing, cell shrinkage and apoptotic bodies 

appearance. 
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A. 

B. 

C 

Fig.5 Staining of chromatin in f立-60 cells with or without esculetin 

treatment. Cells were treated with 50μM侶， E) ,100 JJM(C，的 esculetin or 

0.2 010 DMSO(A, D) for 24 hours , then stained by haematoxylin(A, 8 , C) or 

P. I. (D，旦的. Cells treated with esculetin showing DNA condensation and 

apoptotic bodies appearance. 
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Fig. 6 DNA fragmentatio日 of HL-60 cells induced by esculetin. 

Agarose gel electrophoretic pattems of DNA were isolated from 

esculetin國treated and untreated HL峙。 cells. HL國60 cells were 

treated wÌth 100μM esculetin for various times , A立er extraction, 

pure DNA were electrophored in a 1.5% agarose gel, stained with 

ethidium bromide, and photographed 口nder UV illumination. 
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Fig. 8 Redistribution of cell cycle induced by esculetin. HL圖60

cells were incubated with 100 μM esculetin for indicated time, 

then washed and harvested. The cells were fixed and stained with 

propidium iodide (P. I.) and the DNA cotent was analysis by f10w 

cytometry. 
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Fig. 10 Redistribution of cel1 cycle induced by esculetin. HL圖60

cel1s were incubated with 100μM esculetin for indicated time, then 

with stained 如dfixed were and harvested. The cel1s washed 

propidium iodide (P. I.) and the DNA cotent was analysis by flow 

cytometry. The number of cel1s in each phase ofthe cel1 cycle was 

gA 1 .aa 

calculated. 
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Fig.ll Time course e在ect of membrane potential of HL-60 cells by 

treatment of esculetin. HL峙。 cells were pretreate吐 with rhodamine 

123 for 30 mins, then treated with 100μM esculetin or 0.2% 

DMSO for various times. Data were determined by measuring the 

fluorescence of rhodamine 123, and represented as percentage 

(compared with control at indicated tÎme). 
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F ig. 12 Effects of esculetin on RB protein expressed in HL咽60 cells. 

Cells were treated with 2mM esculetin for various times. After 

8% SDS圖electrophoresed on were 
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extraction, equal cell lysates 

P AGE, and blotted. 
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Fig. 13 Time course effect of esculetin on Bcl-2 protein expression. 

Cells were treated with 100μM esculetin for various times. The 

extraction of total cell lysates was performed as described in 

methods. Lysates were electrophoresed on 12% SDS-PAGE, and 

blotted. 
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proteln CPP32 on esculetin of effect course Fig. 14 Time 

expression. Cells were treated with 100μM esculetin for various 

as performed was cell lysates of total extract10n The t1mes. 

described in methods. Lysates were electrophoresed on 12% SDS-
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PAGE, and blotted. 
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Fig. 15 Time course effect of esculetin on tyrosine phophorylated 

protein expression. Cells were treated with 100 μM esculetin for 

various times. The extraction of total celllysates was performed as 

described in methods. Lysates were electrophoresed on 8% and 

的%SDS闡PAGE， and blotted. 
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protein kinase C ð 16 Time course effect ofesculetin on Fig. 

protein expression. Cells were treated with 100μM ésculetin for 

various times. The extraction of total celllysates was performed as 

described in methods. Lysates were electrophoresed on 12% SDS國

117 

PAGE, and blotted. 
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