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(一)摘要 

  本子計畫主要目的為探討子計劃一所提供之五癀散等中草藥萃

取物進行抗癌活性篩選，五癀散是指五種民間消炎草藥，其包括虎咬

癀（Leucas chinensis）、柳枝癀（Vemonia Patula）、茶匙癀（Viola diffusa）、

大疔癀（Euonymus laxiflorus）和鼠尾癀（Justicia procumbens）。本計

畫以肺癌與乳癌細胞為研究對象，建立分析癌細胞生長與非固著性生

長的檢測平台，以探討新藥物的抗癌活性。以子計劃一所提供之中草

藥萃取物分別處理癌細胞後，進行 MTT 試驗以評估細胞存活率，並

以洋菜膠腫瘤細胞群落形成試驗（Soft agar tumor cell colony formation 

assay）測試抑制腫瘤細胞群落生成的效果。結果發現鼠尾癀的乙醇

萃取物對人類肺腺癌細胞 A549與乳癌細胞 MDA‐MB‐468 具有較佳的

毒殺效果；而虎咬癀與鼠尾癀的乙醇萃取物可顯著地抑制乳癌細胞

MDA‐MB‐468之細胞群落生成。此兩種中草藥萃取物可能具有不同的 

抑癌機轉，可進一步分析其有效成分及抑癌機制，以開發為具潛力的

抗癌藥物。 

 

(二)前言 

  癌症是台灣近 30 年來的國人死亡原因第一名，其中肺癌，乳癌

都已成為威脅台灣民眾的重要疾病。開發抑制癌細胞生長的療法，有

助於提升癌症治療的成效。 

  在癌症形成機制的研究中，腫瘤起始細胞（tumor initiating cell），

或稱為癌幹細胞，被認為是腫瘤形成或復發的可能原因之一。癌幹細

胞具有自我更新（self renewal）及分化成癌細胞的功能，在腫瘤形成

與癌轉移扮演中重要角色。雖然癌幹細胞的數量在整個腫瘤中只佔一

小部分，但對化學治癌藥物卻常具有抗藥性。因此腫瘤經放射線或化



 

學治療後，癌幹細胞可能還仍存活，並導致腫瘤的復發與轉移[1]。癌

幹細胞也可能參與癌細胞轉移的過程。一些轉移的惡性癌細胞中發現

具有癌幹細胞特徵的細胞[2]，而大量表現癌幹細胞標誌基因 CD44、

Nanog與 Hh訊息路徑的前列腺癌幹細胞亦被發現有轉移能力[3,4]。因

此，癌幹細胞除被認為參與腫瘤形成，也伴隨發生癌幹細胞的局部侵

入現象並轉移至遠端組織形成腫瘤。 

  癌細胞的轉移及擴散必須伴隨著細胞生理狀態的改變，包括細胞

移動和侵入能力的增加；細胞與細胞間相互作用的破壞，以及癌細胞

分解細胞外基質（extracellular matrix,  ECM）[5] 。癌細胞會產生胞外

基質分解酵素，主要包括 matrix  metalloproteinases（MMPs），

plasminogen activator，與 cathepsins等。這些酵素可分解 ECM，幫助

癌細胞穿透基底膜，由血管進入組織而達到轉移之目的。MMPs 的表

現與活化可受到其他蛋白的調控，例如 extracellular  inducer of matrix 

metalloproteinase （ EMMPRIN ） 可 促 進 MMPs 的 表 現 [6] ； 而

reversion‐inducing  cysteine‐rich  protein  with  kazal  motifs（RECK）與

tissue  inhibitors of metalloproteinase（TIMPs）家族蛋白可抑制MMPs

的活性[7, 8]。在攝護腺癌細胞株中，抑制 MMP‐9的基因表現，與促進

TIMP‐1 基因的表現，都會導致攝護腺癌細胞轉移的能力降低 [9]。

Urokinase plasminogen activator（uPA）和其受體（uPAR）對攝護腺癌

細胞轉移也扮演很重要的角色[10]。uPA 可以將 plasminogen 活化成

plasmin，plasmin 可促進腫瘤生長與血管新生，分解細胞外基質，並

且活化 pro‐MMPs。在攝護腺癌中可發現 uPA 與 uPAR 的大量表現，

而抑制 uPA與 uPAR的表現也會抑制攝護腺癌的轉移[11]。這些作用可

幫助癌細胞改變細胞外基質結構，進一步幫助癌細胞突破胞外間質微

環境的限制，得以生長、擴散、侵入及轉移。 



 

  閩南一带“癀＂的草藥，就是指治療感染和發炎的疾病，其具有

活血化瘀、止血止痛、消炎消腫之功用。五癀散是台灣地域性的民間

消炎草藥，其包括鼠尾癀（Justicia procumbens）、茶匙癀（Viola diffusa）、

虎咬癀（Leucas  chinensis）、柳枝癀（Vemonia  Patula）和大疔癀

（Euonymus  laxiflorus）。然而這些草藥是否具有抑癌的功效，或具有

抗癌的成分，至今仍不清楚。本計畫的主要目的，即在探討此五種中

草藥的乙醇萃取物是否具有抑癌的效用。 

 

(三)研究方法與步驟 

1.  細胞生長分析（MTT assay） 

  將細胞種至 96‐well 培養盤，一個 well 內的細胞數為 4×103，以

不同劑量的待測藥物加至 well內，以 0.4 %的 DMSO 作為控制組。分

別在藥物處理 24、48小時後取其中一盤，抽起 well內的培養液，重

新加入 100  μl  培養液  和 5 mg/ml的 MTT  10μl。黃色的MTT試劑會

進入細胞內並被 dehydrogenase作用而產生藍紫色的 formazan顆粒，

細胞數越多，則產生的 formazan 也越多，藍紫色的顏色越深。經培

養 2 小時後抽掉 well 含 MTT 的培養液，加入 100  μl  DMSO 溶解

formazan，以 OD595測吸光值。 

 

2. 洋菜膠腫瘤細胞群落形成試驗（Soft agar tumor cell colony 

formation assay） 

  於 6‐well plate 底層養滿乳癌纖維母細胞 199Ct，加入 0.5ml含有

各種濃度之測試藥物與 0.5%  agar 的培養液；上層加入 0.5ml 含有各

種濃度之測試藥物、1500 顆乳癌細胞 MDA‐MB‐468 與 0.35%  agar 的

培養液。於 37℃、5% CO2下培養約 10天，待腫瘤細胞群落形成，計



 

算大於 40m直徑的細胞群落數目，以評估測試藥物的 IC50。 

 

(四)結果與討論 

1.  大疔癀、鼠尾癀、茶匙癀、柳枝癀、和虎咬癀乙醇粗萃取物對人

類肺腺癌細胞 A549 存活率的影響 

  以  MTT  分析細胞存活率，圖一顯示鼠尾癀乙醇粗萃物有較高的

細胞毒性，以  0.001  mg/mL 處理 A549 細胞 24 小時後約有 70%的存

活率，而 0.025 mg/mL處理約有 60%的存活率。其他四種植物的乙醇

粗萃物之細胞毒性差不多，在 0.05 mg/mL的劑量處理 A549細胞時便

顯著出現細胞毒性，並隨著處理劑量增加而降低細胞存活率。此實驗

結果顯示鼠尾癀乙醇粗萃物對肺腺癌細胞有較強的毒殺效果，可進一

步分析有效成分，研究其抑癌機轉以及開發成具潛力的抗癌藥物。 

 

2.  虎咬癀、柳枝癀、茶匙癀、大疔癀和鼠尾癀乙醇粗萃取物對人類

類乳癌細胞 MDA-MB-468 與乳癌纖維母細胞 199Ct 存活率的影響 

  MTT  細胞存活率分析的結果顯示在五種粗萃取物中，鼠尾癀乙

醇粗萃物對乳癌細胞 MDA‐MB‐468 有顯著的細胞毒性，其 IC50 約為

80.1 g/Ml；其他四種中草藥粗萃取物在 100 g/mL的濃度下，對乳

癌細胞 MDA‐MB‐468則未顯示毒性（圖二）。抗乳癌藥物 Doxorubicin

在此作為有效對照組，其 IC50 約為 4.1  M。此外，五種粗萃取物在

100 g/mL的濃度下，對乳癌纖維母細胞 199Ct皆不具顯著毒性（圖

三）。相對地，有效對照組 Doxorubicin 對纖維母細胞 199Ct則具有毒

性，其 IC50約為 50 M。這些結果顯示鼠尾癀乙醇粗萃物對乳癌細胞

MDA‐MB‐468有較強的毒性，但對纖維母細胞較不具毒性，顯示鼠尾

癀粗萃物對乳癌細胞 MDA‐MB‐468 有專一性的毒殺效果。接下來可進



 

一步分析鼠尾癀乙醇粗萃物的有效成分，探討其抑癌機制及評估開發

為抗癌藥物的潛力。 

 

3. 虎咬癀、柳枝癀、茶匙癀、大疔癀和鼠尾癀乙醇粗萃取物對人類

乳癌細胞 MDA-MB-468 之細胞群落形成的影響 

  洋菜膠腫瘤細胞群落形成試驗可顯示乳癌細胞於 3D 培養下受纖

維母細胞調節，以形成腫瘤細胞群落的現象，並藉以評估藥物對乳癌

腫瘤形成的抑制效果。本實驗以 100g/ml 濃度的虎咬癀、柳枝癀、

茶匙癀、大疔癀和鼠尾癀乙醇粗萃取物進行測試，結果顯示乳癌細胞

MDA-MB-468必須在纖維母細胞共同培養下，才能長成腫瘤細胞群落；

而五種中草藥粗萃取物中，只有虎咬癀與鼠尾癀的乙醇粗萃取物可顯

著地抑制纖維母細胞所調節之乳癌腫瘤細胞群落生成。在 MTT 細胞

存活率分析的實驗結果中顯示在 100g/ml 濃度的濃度下，鼠尾癀乙

醇粗萃物對乳癌細胞 MDA-MB-468 具毒殺效果，而虎咬癀的乙醇粗萃

取物並無毒性，顯示二者可能擁有不同的抑癌機制，值得進一步分析

二者的有效成分，研究其抑癌機制，以開發為不同標的的抗癌藥物。 
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圖一、大疔癀、鼠尾癀、茶匙癀、柳枝癀和虎咬癀乙醇粗萃取物對人

類肺腺癌細胞 A549 存活率的影響 

  A549細胞以不同濃度的大疔癀、鼠尾癀、茶匙癀、柳枝癀、和

虎咬癀乙醇粗萃取物處理 24小時後，進行 MTT 試驗來測試細胞存活

率。結果顯示五種粗萃取物對人類肺腺癌細胞 A549 皆具有毒性，其

中鼠尾癀粗萃取物的毒性較高。。***, p<0.001  表示與對照組相比，

具顯著性差異。 
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圖二、虎咬癀、柳枝癀、茶匙癀、大疔癀和鼠尾癀乙醇粗萃取物對人

類乳癌細胞 MDA-MB-468 存活率的影響 

  MDA‐MB‐468 細胞以不同濃度的虎咬癀、柳枝癀、茶匙癀、大疔

癀和鼠尾癀乙醇粗萃取物處理 24小時後，進行 MTT 試驗來測試細胞

存活率。結果顯示鼠尾癀粗萃取物對人類乳癌細胞 MDA-MB-468 較具

毒性。抗乳癌藥物 Doxorubicin 在此作為有效對照組。***, p<0.001  表

示與溶劑對照組（Vehicle）相比，具顯著性差異。 

 

   



 

圖三、虎咬癀、柳枝癀、茶匙癀、大疔癀和鼠尾癀乙醇粗萃取物對人

類乳癌纖維母細胞 199Ct 存活率的影響 

  199Ct細胞以不同濃度的虎咬癀、柳枝癀、茶匙癀、大疔癀和鼠

尾癀乙醇粗萃取物處理 24小時後，進行MTT試驗來測試細胞存活率。

結果顯示五種粗萃取物對對人類乳癌細胞人類乳癌纖維母細胞199Ct

皆不具毒性。抗乳癌藥物 Doxorubicin 在此作為有效對照組。***, 

p<0.001  表示與溶劑對照組（Vehicle）相比，具顯著性差異。 

 

   



 

圖四、虎咬癀、柳枝癀、茶匙癀、大疔癀和鼠尾癀乙醇粗萃取物對人

類乳癌細胞 MDA-MB-468 之細胞群落形成的影響 

  在洋菜膠腫瘤細胞群落形成試驗中，於 6-well plate 底層養滿乳

癌纖維母細胞 199Ct，鋪以 0.5% agar 培養液；上層則加入含有 1500

顆乳癌細胞 MDA-MB-468 的 0.35% agar 培養液。上、下層洋菜膠培

養液皆以 100g/ml濃度的虎咬癀、柳枝癀、茶匙癀、大疔癀和鼠尾

癀乙醇粗萃取物處理，於 37℃、5% CO2下培養 10天，待腫瘤細胞

群落形成。結果顯示在沒有纖維母細胞（No Fibroblasts）下，乳癌細

胞無法形成細胞群落；惟有在纖維母細胞的調節下，乳癌細胞方能長

成細胞群落。五種粗萃取物的測試結果則顯示虎咬癀與鼠尾癀的粗萃

取物可顯著地抑制乳癌細胞群落生成。*, p<0.05 ，**, p<0.01，  表示

與溶劑對照組（Vehicle）相比，具顯著性差異。 

 

   


	107年度校內重點研究計畫--封面--1080326
	子計畫一
	107年度藥理學院整合型研究計畫成果報告--子計畫一--成果報告--楊政哲
	子計畫二
	107年度藥理學院整合型研究計畫成果報告--子計畫二--成果報告--高毓瑩
	子計畫三
	107年度藥理學院整合型研究計畫成果報告--子計畫三--成果報告--田孝威
	107年度藥理學院整合型研究計畫成果報告--子計畫四--成果報告--李佳芬

