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中文摘要

本計畫以三十種中藥進行抽取，將抽取物進行 26S 蛋白質降解酶活性之測試，發

現中藥石榴皮及蘇木有明顯的抑制的效果。將石榴皮及蘇木以 95 %乙醇進行抽取得到抽取

物為 PGEtOH 及 SCEtOH，此二抽取物分別再以不同的有機溶媒進行分配萃取分別得到

PGH、PGM、PGB、PGW、SCH、SCM、SCB 及 SCW 八個部分，將此八個萃取質進行 26S

蛋白質降解酶活性之測試，由實驗研究的結果發現 PHM、PGB、PGW、SCM 及 SCB 對 26S

蛋白質降解酶活性有明顯抑制作用。

從中藥石榴的皮中分離出 7 個化合物及中藥蘇木的根部中分離出 14 個化合物，經光譜

方法分析及與文獻比對後鑑定其化學結構式。其中發現化合物Brazilein (SCEP-2)有抑制 26S

蛋白質降解酶活性之作用，化合物 Sappanone A、Protosappanin C 及 Ursolic acid 對人類皮

膚基底細胞癌具有毒性，以及化合物 Brazilein、5,6,7,3’,4’-Pentahydroxyisoflavone、Sappanone

A、Protosappanin C 及 Ursolic acid 對人類頭頸部鄰狀細胞癌具有細胞毒之活性。

關鍵詞：石榴皮；蘇木；26S 蛋白質降解酶；人類皮膚基底細胞癌；人類頭頸部鄰狀細

胞癌
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英文摘要

We screen 30 kinds of Chinese herbal medicine, Punia granarum and Caesalpinia sappan
showed a significant inhibition on 26 S proteasome. Their P. granarum and C. sappan were
extracted with 95% ethanol obtained as PGEtOH and SCEtOH, then with different polarity of the
solvent extraction layer to give PGH, PHM, PGB, PGW, SCH, SCM, SCB and SCW,
successively. We test the different polarity extraction layer of material on the inhibitory of 26S
proteasome, the results of the experiment found that PHM, PGB, PGW, SCM and SCB on the
inhibitory effect of 26S proteasome.

Seven compounds were isolated peel of P. granarum and the roots of C. sappan isolated
fourteen compounds. Their structures were determined by spectroscopic methods and comparison
with literature. The ability of Brazilein (SCEP-2) to inhibit 26S proteasome was investigated. The
compounds, Sappanone A, Protosappanin C, and Ursolic acid shown inhibition human skin basal
cell carcinoma and Brazilein, 5,6,7,3’,4’-Pentahydroxyisoflavone, Sappanone A, Protosappanin C,
and Ursolic acid inhibition human head and neck squamous cell carcinoma 9 cytotoxic activities.

keywords：Punia granarum; Caesalpinia sappan; 26S proteasome; human skin basal cell

carcinoma; human head and neck squamous cell carcinoma 9
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一、前言

癌症已成為台灣十大死亡之首，癌症即是惡性腫瘤，癌細胞持續生長而不受外在訊息

調控，可能是原本失去活性之原癌基因被激活，將細胞導入到癌突變狀態，但主要還是因

為一些與控制細胞分裂有關的蛋白質出現異常。將一個正常細胞轉化成一個惡性腫瘤細胞

需要許多突變發生，或是基因轉譯為蛋白質的過程受到干擾。各個年齡層的人都有可能產

生癌症，年紀越大得到癌症的機會也隨之增加。美國每年逝世的5 個人當中有一人是因癌

症致死，故癌症在已開發國家中已成為主要死亡原因之一。各國傳統醫學所用之藥物多取

材於自然界，科學之進步使許多藥效成分被純化出來。

癌症有許多類型，而病症的嚴重程度取決於癌細胞所在部位以及惡性生長的程度，以

及是否發生遠端轉移。醫生可以根據受檢查者的活體組織切片或經手術取得的組織，甚至

是生物標記的含量做出診斷。一旦診斷確定，癌症通常以結合手術、藥物化療和放射療法

的方式進行治療。隨著科學研究的進步，開發出許多針對特定類型癌症的藥物，也增進治

療上的效果。如果癌症未經治療，通常最終結果將導致死亡。

化學合成新藥雖然主導了新藥研發數十年，但是新藥發現之靈感，仍常來自天然物成分之

藥理研究。天然物中含有許多活性成分，能做為新藥研發之先導物，再經由化學、藥學與

藥理之合作來開發新藥。

從中草藥石榴皮及蘇木發現有抗癌的作用，而石榴皮自古以來在古代臨床上之應用有

治療急性細菌性痢疾、潰瘍性結腸炎、肛管直腸脫垂、燒傷、臁瘡、足癬感染、蟯蟲病及

化膿性中耳炎等。現代石榴皮的藥理研究，石榴皮提取物具有抗菌、驅蟲、抗病毒、抗壓、

抗氧化、抗癌、保肝、抗發炎及降低尿毒之作用等。目前石榴皮提取物或單一成分已用於

治療高血糖、高血壓類病症及抗動脈粥樣硬化、抗癌、抗腫瘤等，也廣泛應用於抗氧化、

抗衰老、改善更年期綜合症、皮膚美白等方面。現代蘇木之藥理研究，對心臟血管之作用、

抑制中樞神經之作用、抗氧化作用、免疫作用、抗血小板作用、抗癌作用、抗黑色素瘤、

治痛風、抗補體等。本研究希望對中草藥石榴皮及蘇木活性成分之結構、藥理、成分分類

上，作詳盡之探討。
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二、研究目的

蛋白酶體抑制劑能通過抑制蛋白酶體活性進而干擾和影響細胞原有的功能，尤其對腫

瘤細胞生長有明顯的抑制作用。同時，利用蛋白酶體抑制劑改變蛋白酶體的酶切位點活性

也成為免疫、炎症等研究的熱門重點。蛋白酶體的抑制劑可分為天然化合物和合成化合物

兩類，合成化合物中以Bonezomib 和Ritonavir 是近年研究較多的一種蛋白酶體抑制劑。但

在天然化合物之研究開發截至目前而言，可說少之又少。自然界中蘊含豐富中草藥之資源，

是很值得被我們開發於蛋白酶體抑制劑對腫瘤治療具有良好的應用前景。我們從三十種中

草藥的粗萃物中發現石榴皮及蘇木之實驗結果顯示出相當良好之效果，雖然上述石榴皮及

蘇木之藥理作用之背景介紹中已有被學者研究有抗癌之作用，但目前尚未有針對抑制蛋白

質降解酶體活性、人類皮膚基底細胞癌及人類頭頸部鄰狀細胞癌之研究，而且學者他們對

這二種中藥在抗癌方面所得知結果大部分都是萃取物部分，並未研究到單一純的成分。故

本計劃要進一步大量抽取及純化分離找出其真正的有效成分並鑑定其化學結構，之後將這

些有效成分再進行作用機轉之探討，期望能從中開發出副作用低及強效治療癌症之藥物。
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三、文獻探討

石榴皮的藥理研究，石榴皮提取物具有抗菌(1,2)、驅蟲(2)、抗病毒(3)、抗壓(4)、抗氧化
( 5-13 )、抗癌(6,14-18)、保肝(19,20)、抗發炎(6,,15,21)及降低尿毒(22)之作用等。目前石榴皮提取物或

單一成分已用於治療高血糖、高血壓類病症及抗動脈粥樣硬化、抗癌、抗腫瘤等，也廣泛

應用於抗氧化、抗衰老、改善更年期綜合症、皮膚美白等方面。石榴皮的化學成分之研究，

石榴皮主要活性成分有鞣酸類、生物鹼類及黃酮類，鞣酸類最主要的為 Ellagic acid、Gallic

acid、punicalagin、punicalin 、granatin A、granatin B、gallagyldilactone、casuarinin、

pedunculagin、tellimagrandin I、corilagin；生物鹼類有石榴鹼（Pelletierine）、異石榴鹼

（Isopelletierine）、偽石榴鹼（Pseudopelletierine）；黃酮類成分有 isoquercitrin、flavogallol 、

delphinidin-3,5-diglucoside、quercetin、kaempferol、luteolin、luteolin glycosides、naringenin。

其他含 betulic acid、ursolic acid、Elaidic acid、mannitol、pectin、resins、wax 等。上述化合

物分別被學者發表(ref.2 , 20-13, 23-26)。

蘇木之藥理研究，對心臟血管之作用(27)、抑制中樞神經之作用 (28)、抗氧化作用
(29-32)、免疫作用(33)、抗血小板作用 (34)、抗癌作用 (35,36)、抗黑色素瘤 (37)、治痛風 (38)、

抗補體 (39) 等。蘇木之化學成分之研究，心材含 brazilin、 brazilein、 sappanin、

tetraacettylbrazilin 、 protosappanin A 、 4-O-methylsappanol 、 neosappanone A 、

4-O-methylepisappanol、 sappanone B、 3-deoxysappanone B、 3´- deoxysappanone B、

protosappanin B 、 protosappanin E 、 3´-O-methylsappanol 、 3´-O-methylepisappanol 、

3´-O-methylbrazilin、caesalpin J、sappanchalcone、7,30,40-trihydroxy-3-benzyl-2H-chromene、

30-deoxy-4-methylsappanol 、 intricatinol 、 haematein 、 haematoxylin 、 a-l-phellandrene 、

1´,4´-dihydro-spiro[benzofuran-3(2H),3´-[3H-2]benzopyran]-1´,6´,6´,7´-tetrol 、

3[[4,5-dihydroxy-2(hydroxymethyl)phenyl]-methyl]-2,3-dihydro-3,6-benzofurandiol 、

ocimene、tannin 等。上述化合物分別被學者發表(ref. 29, 32, 34, 38-48)。

蛋白酶體的標記和抑制作用也被用於在實驗室中針對細胞中蛋白酶體活性所進行的

“體內”（in vitro）和“體外”（in vivo）研究。實驗室中最常用的抑制劑為乳胞素(lactacystin)，

一種由鏈黴菌合成的天然產物(49)。Eponemycin能以共價鍵方式結合到20S CP的 5、5i 和

1i 亞單位，選擇性抑制蛋白水解酶活性，進而抑制 ChTL 活性。當 Eponemycin 濃度上升

到 50 nmol/L，也不抑制其他蛋白酶（calpain、組織蛋白酶 B、木瓜蛋白酶、胰島素、糜蛋

白酶）的活性(50)。最近我們從中草藥防風草之成分 5,6,3’,4’-tetrahydroxy-7-methoxyflavone

及人参之成分 ginsenoside Rd 發現有明顯對蛋白酶體之抑制作用(51,52)。然而，天然中草藥

針對蛋白酶體抑制劑之研究截至目前還是非常的少，相信全世界蘊藏豐富中草藥之資源是

很值得開發的好前景。
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四、研究方法

利用 26S 蛋白質降解體與癌症細胞之產生有關，若能抑制 26S 蛋白質降解體之作用則

相對可抑制癌細胞之生長。另外，本計畫也對人類皮膚基底細胞癌(BCC)及人類頭頸部鄰狀

細胞癌(SCC9)的細胞毒活性進行測試。而從我們三十種中草藥中篩選之石榴皮及蘇木發現

有明顯的抑制 26S 蛋白質降解體之作用。中草藥石榴皮及蘇木活性成分之研究，乃依其生

物活性為導向進行分離及純化。先以乙醇抽取，將抽取物用不同極性之溶媒多次分配萃取，

並進行測試其細胞毒性作純化分離有效成分之方向。

5.1 中草藥石榴皮及蘇木之抽取

從中藥店購買石榴皮及蘇木各65斤，將此藥材才磨成粉末，再用95 %乙醇浸泡抽取(反覆

5次)，經減壓濃縮去除所有抽取物中的95 %乙醇溶媒，之後取此抽取物(PGEtOH及SCEtOH)

以不同有機溶媒進行分配萃取共得到PGH、PHM、PGB、PGW、SCH、SCM、SCB及SCW

八個萃取層，進一步將此八個萃取物進行26S蛋白質降解酶活性之測試。

5.2 石榴皮及蘇木之分配萃取物及純化合物抑制26 S 蛋白質降解酶體之測試

將上述各層之萃取物進一步進行抑制26S 蛋白質降解酶體之作用試驗。26S 蛋白質降解

酶體測量：使用人工合成的胜肽鏈連接fluorometric reporter aminomethylcoumarin (AMC)來

測量蛋白質降解體的活性。測量豬的26S 蛋白質降解體的3 種不同螢光胜肽的活性藉由1μl

中藥或MG132 在30 mM Tris-HCl (pH 8)，5 mM MgCl2，1 mMATP，0.5 mM DTT 和50 μM

Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC(似胰凝乳蛋白酶)，浸泡37℃水浴15 分鐘。此次試驗的26S 蛋白

質降解體的濃度是385μg/ml(或分子量2.4MDa 有160nM)。設定Bio Tek FL800 plate reader

吸光值360nm、透光值460nm、37℃、15 分鐘，測量被胜肽水解出的AMC 的含量。蛋白

質的濃度及活性表現的百分比由26S 蛋白質降解體加入1μl的DMSO 當對照標準。由實驗

研究的結果發現PGM、PGB、PGW、SCM及SCB對26S蛋白質降解酶有抑制作用。
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5.3 石榴皮及蘇木之純化合物對人類皮膚基底細胞癌(BCC)及人類頭頸部鄰狀細胞癌

(SCC9)細胞毒性分析法

使用MTT 3-(4,5-cimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)試驗，檢測細胞

毒性。MTT為黃色水溶液，活細胞內粒線體中琥珀酸去氫酶(succinate dehydrogenase)可將

MTT(tetrazolium)還原成不溶於水的紫色結晶(formazan)堆積於細胞中，再以DMSO將其完全

溶解成紫色溶液，在570 nm下測其吸光值，顏色越深，細胞存活度越高。將1 × 104/100 μl

之細胞數培養於96-well盤，置於37ºC及5% CO2培養箱中培養24小時，加入欲檢測之各濃度

的樣品，於37ºC、5% CO2培養箱中分別反應72小時。達反應時間，移除培養液，PBS清洗

後，更換新的培養液，加入10 l 的MTT溶液反應後，於波長570 nm下測其吸光值(BioTek,

SynergyTM2, USA)。
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四、結果與討論

實驗證實惡性增殖細胞對蛋白酶體阻斷的敏感性比非腫瘤細胞更為強烈，如乳胞素

(Lactacystin)對正常的淋巴細胞無明顯的作用。而蛋白酶體活性狀態對細胞執行不同的功能

是非常重要的，因此蛋白酶體將成為影響細胞功能的重要藥物靶標，而其抑制劑有可能成

為抗腫瘤的先導藥物。本計畫從三十種中草藥進行抽取，將抽取物進行 26S 蛋白質降解酶

活性之測試，發現中藥石榴皮及蘇木有明顯的抑制的效果(如圖一所示)，將此二種藥材進行

抽取及純化分離。將石榴皮及蘇木以 95 %乙醇抽得 PGEtOH 及 SCEtOH，此二抽取物分別

再以不同的有機溶媒進行粗分分別得到 PGH、PGM、PGB、PGW、SCH、SCM、SCB 及

SCW 八個部分，將此八個粗分物質進行 26S 蛋白質降解酶活性之測試，由實驗研究的結果

發現 PGM、PGB、PGW、SCM 及 SCB 對 26S 蛋白質降解酶有抑制作用(如圖一所示)，其

中 SCM 在進行有效成分之純化分離目前已發現 Brazilein (SCEP-2)有抑制蛋白質降解酶活

性(如圖二所示)。若以此化合物 Brazilein 再進一步進行作用機制的探討，以期能成為蛋白

質降解酶之抑制劑，繼續發展為抗腫瘤的先導藥物。

基底細胞癌 是皮膚癌最常見類型之一，又稱基底細胞上皮瘤 、基底樣細胞瘤侵蝕性

潰瘍等，是源於表皮基底細胞或毛囊外根鞘的上皮性低度惡性腫瘤。基底細胞癌是皮膚癌

中的一種為人類最常見的惡性腫瘤，國外基底細胞癌占皮膚癌的50%～65%，中國皮膚癌中

以鱗癌多見，與基底細胞癌的比例為5︰1～10︰1，從197l～1977年發病率增高18%每年有

15萬～93萬新增病例。而鱗狀細胞癌主要是集中在鼻咽癌、口腔癌、口咽癌、下咽癌及喉

癌頭頸癌，主要是由上消化呼吸道的黏膜所長出來的癌症，因為覆蓋在這裡的上皮都是屬

於鱗狀上皮，所以這裡所長出來的癌症，95%都源自鱗狀細胞上皮，其中疣狀癌（verrucous
carcinoma）約佔7%，鱗狀細胞癌（squamous cell carcinoma）約佔93%。疣狀癌不會轉移至

其他部位，治療上只要乾淨的切除腫瘤即可，但鱗狀細胞癌則會轉移至頸部淋巴結及遠隔

轉移至肺、骨頭、頭頸部之外的皮膚、肝等。我們從石榴皮及蘇木二中藥中共分離出21個
化合物，再進行對人類皮膚基底細胞癌(BCC)及人類頭頸部鄰狀細胞癌(SCC9)的細胞毒活

性之測試，其結果我們發現Sappanone A、Protosappanin C及Ursolic acid 對人類皮膚基底細

胞癌及人類頭頸部鄰狀細胞癌都有很好的毒性表現(如表一)，另外Brazilein及
5,6,7,3’,4’-Pentahydroxyisoflavone對人類頭頸部鄰狀細胞癌也具有明顯之毒性作用(如表

一)。雖然在2005韓國的學者曾發表一篇蘇木在氯防萃取層可以抑制頭頸癌細胞之作用，但

真正的化合物並沒有被知道，我們在本計畫中找到二個化合物Brazilein及
5,6,7,3’,4’-Pentahydroxyisoflavone對人類頭頸部鄰狀細胞癌都具有明顯的抑制作用。
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圖一. 比較不同10 mg/ml 的中藥及100μM MG 132 在26S蛋白質降解體似胰凝乳蛋白酶的

百分比(26S 蛋白質降解體於 DMSO=100%)。
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圖二、比較不同 1 mg/ml 的石榴皮及蘇木的萃取物和單一成分及 100 uM MG 132 在 26S

蛋白質降解體以胰凝乳蛋白酶的百分比 (26S 蛋白質降解體於 DMSO=100 %)
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表一、石榴皮及蘇木之純化合物對人類皮膚基底細胞癌(BCC)及人類頭頸部鄰狀細胞癌

(SCC9)的細胞毒活性之作用

Drug Concentration
Cell viability

(BCC)

Cell viability

(SCC9)

Control 100.0 ± 6.5 100.0 ± 0.5

DMSO 100.0 ± 0.3 100.0 ± 1.2

Brazilein
10 μg/ml 91.6 ± 4.2 5.4 ± 0.5

20μg/ml 89.6 ± 1.2 4.9 ± 0.2

5,6,7,3’,4’-Pentahydroxyisoflavone
10μg/ml 89.1 ± 4.2 21.6 ± 0.3

20μg/ml 80.5 ± 4.4 14.9 ± 1.5

Sappanone A
10 μg/ml 18.1 ± 0.2 2.1 ± 0.0

20 μg/ml 8.8 ± 1.0 3.6. ± 0.6

Protosappanin C
10 μg/ml 65.2 ± 0.1 3.4 ± 0.4

20 μg/ml 27.2 ± 3.7 6.0 ± 0.3

Ursolic acid
10 μg/ml 67.9 ± 1.1 2.7 ± 0.1

20 μg/ml 54.2 ± 7.2 3.4 ± 0.2
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五、計畫成果自評

本計畫從三十種中藥中發現石榴皮及蘇木之抽取物對26S蛋白質降解酶活性有很好的

抑制作用，進一步將此抽取物利用溶媒之極性大小分配萃取，發現有四個特別有效的部分

為PGB、PGW、SCM及SCB以作為植物抽取新藥來開發。另外也要了解其真正的有效結構

為何?因此進行有效成分之純化分離為單一成分，其結果我們發現SCM部分的Brazilein

(SCEP-2)單一成分有抑制26S蛋白質降解酶之作用，亦發現Sappanone A、Protosappanin C及

Ursolic acid 對 人 類 皮 膚 基 底 細 胞 癌 具 有 毒 性 ， 以 及 化 合 物 Brazilein 、

5,6,7,3’,4’-Pentahydroxyisoflavone、Sappanone A、Protosappanin C及Ursolic acid對人類頭頸

部鄰狀細胞癌也具有明顯之毒性作用，更證明中草藥石榴皮及蘇木其深具開發潛力，以作

為藥用資源開拓與新藥開發的參考。
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