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前言 
敗血症(sepsis)是一種系統性發炎反應症候群，常在一些嚴重感染的病人上出

現(Martin et al., 2003)。病人身體中的局部發炎會促進發炎前介質像是腫瘤壞死因

子(tumor necrosis factor, TNF)和介白素(interleukins)的釋放，接著這些發炎前介質

會導致白血球、淋巴球移行到感染的區域。一些全身的反應像是微血管通透性增

加、血小板聚集、局部血流減少以及缺血再灌流的的損害都會發生。在臨床上表

現出系統性的低血壓、對血管收縮劑的反應性不良，接著影響到器官的血液灌流

及功能改變，最後導致多重性的器官衰竭(Bone et al., 1997; Brix-Christensen et al., 
2004; Marik and Zaloga, 2002)。敗血性休克(septic shock)則是敗血症常見的併發症

並且可能會致命。而敗血症通常是由革蘭氏陰性菌的內毒素(endotoxin)或脂多醣

體(lipopolysaccharide, LPS)所引起。 

丁香油酚 (eugenol； 4-allyl-2-methoxyphenol)和異丁香油酚 (isoeugenol；
4-propenyl-2- methoxyphenol)是丁香油中的主要成分，常用來當作矯味劑或是牙

齒外科中的抗菌劑。另外，eugenol 和 isoeugenol 也已經被發現具有抗氧化作用，

可抑制脂質過氧化(Yokota et al., 1988)。在之前的抗發炎研究中發現 eugenol 和
isoeugenol 可抑制經脂多醣體刺激的巨噬細胞發炎時的 NO 和 COX-2 釋放，主要

是經由抑制 NF-B 路徑和 ERK1/2、p38 的活化，因此顯示兩者具有顯著的抗發

炎作用(Choi et al., 2007; Li et al., 2006)。 
而本實驗所探討的藥物除了原料藥 eugenol 和 isoeugenol 外，還包括了利用

eugenol 、 isoeugenol 為 骨 架 的 衍 生 物 ， 像 是 isoeugenodilol 
(N-{4-[2-hydroxy-3-(2-methoxy-1-oxyethylaminobenzene)propoxy]-3-methoxy}-1-pr
opylenylbenzene) 、 isoeugenolol (1-(isopropylamino) 
-3-[(4-propenyl-2-methoxy)propoxy]-2-propanol) 以 及 glyceryl- isoeugenol 
(4-o-glycerol-3-methoxy-1-propenylbenzene)皆是由 isoeugenol 衍生而來。在之前的

研究中顯示，isoeugenolol 是一種選擇性的-blocker，同時能使血管及氣管平滑

肌放鬆(Lin et al., 1999)；而 isoeugenodilol 則是 blocker，並且發現具有抗氧化

功 效 (Yeh et al., 2000) 。 另 外 ，

eugenolol(1-(isopropylamino)-3-[(4-allyl-2-methoxy-)phenoxy-2- propanol) 則 是

eugenol 的衍生物，Chen 等人(1997)發現 eugenolol 是一種非選擇性的-blocker
同時具有血管的放鬆功能。 

在過去的研究中，eugenol被發現具有抗發炎(Kim et al., 2003; Lee et al., 2007; 
Li et al., 2006)、抗氧化及抑制脂質過氧化的功能(Nagababu and Lakshmaiah, 
1992)；而 isoeugenol 同樣也被發現有抗發炎作用(Murakami et al., 2005)。合成的

衍生物在過去的研究中被證實具有心血管作用，但是其抗發炎效果及機轉還未被

探討。因此在本實驗中，利用 LPS 刺激的老鼠巨噬細胞株 RAW264.7 當作實驗

模式來評估 eugenol 和 isoeugenol 衍生物的抗發炎效果，並進而探討其相關的機

轉。 

實驗方法 
一、 一氧化氮測定 (nitric oxide analysis): 將 106 個細胞種於 6 孔培養盤中，24
小時後細胞投與不同的藥物及其不同濃度一小時後，再加入LPS (100 ng/ml)培養

24 小時後，吸取 150 l上清液至 96 孔盤中，加入 150 l的Griess Reagent均勻混

合後，測量 540 nm吸光值。與檢量線比較後即可計算出上清液所含nitrite量。 
二、 測定 IL-1、TNF- 含量 (ELISA): 將 105 個細胞種於 24 孔培養盤中，

24 小時後細胞投與不同的藥物及其不同濃度一小時後，再加入LPS(1 g/ml)培養

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

24 小時後，吸取上清液並用IL-1、TNF-的ELISA kit測定其含量。 

三、西方點墨法 (Western blotting): 蛋白質濃度以 Bio-Rad DC Protein Assay 測

量。得知濃度後，以二次蒸餾水稀釋至特定濃度，取稀釋蛋白液約四分之一體積

的sample buffer 加入後，放置於沸水中 5 分鐘，再置於冰上 5 分鐘，短暫離心後

即可注入至孔洞中。先以電壓 100 伏特跑 10 分鐘，待蛋白質跑至上下膠交界處

後，再將電壓轉至 200 伏特，待 40 分鐘後即關閉電源。將PVDF membrane 先以

甲醇浸泡 2 分鐘，再用二次蒸餾水潤洗後，再浸泡於transfer buffer 中 15 分鐘備

用。將SDS-PAGE 置於membrane上，上下以潤濕的紙墊包夾後，置於semi-dry 

transfer 機器上扣好電極和上蓋後，以 20 伏特轉漬 30 分鐘。修剪membrane得到

特定分子量的band後，加入適量blocking buffer (5 %脫脂奶粉於washing buffer) 室

溫下搖晃 1 小時以去除非特異性結合，再以稀釋過的一級抗體均勻覆蓋於band

上 4oC作用隔夜。之後吸起一級抗體後，以washing buffer 洗 5 分鐘六次。在將

稀釋後的二級抗體均勻覆蓋於band上室溫作用 1 小時，之後再以washing buffer 

洗 5 分鐘六次，即可用ECL壓片。 
 

結果與討論 
為了探討化學結構與抗發炎能力之間的關係，我們評估了 eugenol 與 isoeugenol
衍生物的抗發炎作用。從我們的結果可以知道，eugenolol 的 iNOS、TNF-以及

IL-的抑制作用比 eugenol 顯著；在 isoeugenol 衍生物方面，glyceryl-isoeugenol
的抗發炎作用是衍生物中最好的，它比 isoeugenol 有更顯著的抑制 TNF-以及

IL-作用； isoeugenolol 的抗發炎作用較偏向抑制 TNF-以及 IL-；
isoeugenodilol 則是在 TNF-抑制有較強的作用。總結來說，從我們的結果可知，

eugenolol 及 glyceryl-isoeugenol 的抗 iNOS、TNF-以及 IL-表現作用可能是經

由阻斷 MAPKs 及 Akt/IB磷酸化表現來抑制下游 NF-B 等轉錄因子的表現與

活化而來。 
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如上圖所示，先給予藥物 30 分鐘後再給予 LPS(100 ng/ml)刺激 24 小時，發現

NO 及 iNOS 可在 LPS 組被刺激出來。給藥組發現結構修飾的 eugenolol 在 50 M 
時就能夠有效抑制 NO 釋放 50 % ；而在 isoeugenol 衍生物方面， 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

glyceryl-isoeugenol 要在 50 M 才有顯著的抑制 NO 的作用( p＜0.01)。而

eugenolol 也能更有效的抑制 LPS 引起的 iNOS 表現；而在 isoeugenol 衍生物方

面，相似於 NO 釋放的實驗結果也在 iNOS 表現中被觀察到。 
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如上圖所示，先給予藥物 30 分鐘後再給予 LPS (1 g/ml)刺激 24 小時，發現 LPS

可明顯增加 TNF-及 IL-1釋出量。在 TNF-方面，發現給藥組中的 eugenol 和

isoeugenol 對 TNF-的產生沒有任何影響；然而其他的衍生物都能夠濃度相關性

的有效抑制 TNF-的產生。在低濃度時)，eugenolol、isoeugenolol 以及

isoeugenodilol 都能夠抑制 TNF-的產生約 40 %；高濃度時)，則以

glyceryl-isoeugenol 效果最為顯著，可減少約 70 %。在 IL-1方面，在低濃度時

)，只有 isoeugenolol.有些微抑制效果(約 20%)；而高濃度時)，

eugenolol、isoeugenolol 和 glyceryl-isoeugenol 能夠抑制 IL-1的產生，其中以

isoeugenolol 效果最明顯(約 40%)。 

 
 

 
如上圖所示，先給予藥物 30 分鐘後再給予 LPS (100 ng/ml)刺激 30 分鐘，萃取核
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蛋白分析後發現 NF-B p65 次單元在 LPS 組被刺激出來，代表以 LPS 刺激的巨

噬細胞會有大量的 p65 蛋白轉入核中。加藥組發現低濃度時(10 M )，有明顯的

抑制 p65 入核能力。在 isoeugenol 衍生物部分，glyceryl-isoeugenol 在 10 M 時，

就能夠抑制 p65 入核表現 40 %。 
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